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RESUMEN

La leche de cabra es alimento relevante por la calidad y cantidad de sus proteinas,
carbohidratos, grasas, vitaminas y minerales y porque se degrada significativamente
mas rapido y es menos alergénica que la leche de vaca, puede aun ser mejor mejorado
su contenido de nutracéuticos. La alimentacion que tenga el rumiante, incide en ese
sentido y la alfalfa (Medicago sativa L.) puede hacer la contribuciéon esperada, pero su
impacto dependera de las condiciones de crecimiento de la planta. Justamente, el
peroxido de hidrégeno (H.O;), puede determinar condiciones de crecimiento y
desarrollo en las plantas mediante la practica de elicitacion controlada. El H,O, es una
especie reactiva de oxigeno (ERO) que juega un rol en la respuesta de las plantas al
estrés bidtico y abiotico, activando o apagando rutas del metabolismo especializado
implicado en la produccién de metabolitos secundarios. Con fundamento en lo que se
ha esbozado brevemente, en este proyecto se tuvo como objetivo final mejorar la
calidad de la leche de cabra. La accion primera fue determinar un tratamiento aplicando
H.O,, variando dosis y numero de aplicaciones. De un total de 16 tratamientos,
considerando el comportamiento de variables fisiolégicas y bioguimicas, se seleccion6
la dosis de 294 mM aplicada en tres ocasiones. Con la alfalfa asi tratada, se
alimentaron cabras de la raza Alpino Francés, con los respectivos controles. Las
variables cuyo comportamiento fue evaluado en las cabras fueron las siguientes:
células somaticas, volumen de leche producido, consumos de alfalfa y agua. En la
leche se determiné el comportamiento de las variables bioquimicas como capacidad
antioxidante, fenoles totales, taninos. Los resultados en esta etapa final sugieren que en
la cabra y de acuerdo a las variables evaluadas no se observaron diferencias
significativas respecto a los animales que no recibieron alfalfa elicitada. La leche tuvo
un contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante significativamente mayor al
grupo de cabras que no recibieron alfalfa elicitada. Lo antes mencionado impacta en el
caracter nutracéutico de la leche y por consiguiente mayor antioxidantes en el

organismo del consumidor.



ABSTRACT

Goat milk is a relevant food due to its quality and quantity of proteins, carbohydrates,
fats, vitamins, and minerals. Goat milk degrades significantly faster and is less allergenic
than cow’s milk. It can still be better by increasing its content of nutraceuticals. The diet
of the ruminant has an impact in this sense, and alfalfa (Medicago sativa L.) can make
the expected contribution, but its impact will depend on the growth conditions of the
plant. Hydrogen peroxide (H.O,) can determine growth and development conditions in
plants through controlled elicitation. H,O, is a reactive oxygen species that play a role in
the response of plants to biotic and abiotic stress, activating or shutting down
specialized metabolic pathways involved in the production of secondary metabolites.
Based on what has been briefly outlined, in this project, with the final objective of
improving the quality of goat milk, it focused first on determining a treatment based on
H.O,, managing doses, and some applications. From a total of 16 treatments of which,
based on the behavior of physiological and biochemical variables, the amount of 294
mM applied on three occasions was selected. We were fed French Alpine breed goats
with the treated alfalfa and the respective controls. The variables evaluated in the goats
were: somatic cells, the volume of milk produced, consumption of alfalfa, and water. We
determined biochemical variables in milk such as antioxidant capacity, total phenols,
and tannins. The results in this final stage suggest that in the goat and according to the
evaluated variables, no significant differences were observed concerning the animals
that did not receive elicited alfalfa. Regarding the milk, it had a content of total phenols
and antioxidant capacity significantly higher than the group of goats that did not receive
elicited alfalfa. It impacts, as mentioned earlier, the nutraceutical nature of milk.

Therefore, more antioxidants in the consumer's body.



GRACIAS....., GRACIAS....., GRACIAS.

Gracias DIOS por la VIDA y la oportunidad.
MAMA gracias por ser la primera en ayudarme a contar plantitas.

PAPA gracias por destruir tu parcela para construir la mia.

Gracias a los que ayudaron a que se lograra este proyecto. LO LOGRE!!.

“La cosa ya habia tomado forma en mi mente antes de empezarla. Los primeros
intentos fueron absolutamente insoportables. Digo esto porque quiero que sepas que si
ves algo valioso en lo que estoy haciendo, no es accidental sino debido a una direccién

y a un proposito verdadero”.

Vincent Van Gogh
El Ritmo de la Vida
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades no transmisibles (ENT) constituyen la principal causa de muerte a
nivel mundial, ya que provocan mas defunciones que las demas y afectan en mayor
medida a las poblaciones de ingresos bajos y medios. Los datos referentes a la
mortalidad y a la morbilidad revelan el impacto creciente y desproporcionado de la
epidemia en los entornos con escasos recursos. Las cardiopatias estan relacionadas
con un consumo elevado de grasas saturadas y acidos grasos tipo trans. EI consumo
de alimentos de esas caracteristicas esta creciendo rapidamente en entornos con
escasos recursos. Se estima que la hipertension causa 7,5 millones de muertes, lo que
representa alrededor del 12,8% del total; y ese es un factor de riesgo muy importante

de las enfermedades cardiovasculares, sobrepeso y obesidad (OMS, 2011).

Teniendo en cuenta lo anterior, es de interés saber que la leche de cabra y sus
derivados esta ganando interés debido a la calidad y cantidad de sus proteinas,
carbohidratos, grasas, vitaminas, minerales y sus propiedades funcionales (Albenzio et
al., 2016). Otra de sus caracteristicas es el contenido de nutracéuticos tales como
compuestos fendlicos; estos nutrientes ayudan a la salud del consumidor y la
alimentacion que reciba la cabra puede modificar su cantidad (Chavez-Servin et al.,
2018). Se ha reportado que los sistemas de alimentaciébn en rumiantes, como las
cabras, afectan la composicion de la leche y pueden influir en la actividad antioxidante y

los compuestos nutracéuticos de la misma (Keles et al., 2017).

Dentro del enfoque de la alimentacion de las cabras, es util referir que el peroxido de
hidrogeno (H202) es un compuesto quimico capaz de generar estrés oxidativo e inhibir
funciones de las plantas como ERO. Dicha especie también es generada como
metabolito secundario en el metabolismo aerobio (Cheeseman, 2007). Recientes
investigaciones han mostrado que el perdxido de hidrégeno también puede actuar como
una molécula de sefalizacién en plantas estimulando funciones biolégicas y reacciones

bioquimicas a concentraciones de nanomoles, regulando el crecimiento y desarrollo de



las plantas (Nazir et al., 2019 a, b; 2020). Mientras en niveles elevados, esta molécula
puede ocasionar la muerte celular por medio de la oxidacién de moléculas orgénicas
(Htet et al., 2019). El peroxido de hidrogeno actia como elicitor contrarrestando el
estrés causado por factores ambientales tales como el estrés al cobre en Solanum
lycopersicum (Nazir et al.,, 2019a). Ademas, existen reportes que demuestran que el
peroxido de hidrogeno esta involucrado en la transduccion de sefiales que inducen la
expresion de genes que mejoran la adaptabilidad de las plantas bajo condiciones de
estrés (Khan et al., 2018). El objetivo del trabajo se basa en determinar la dieta de
cabras mediante forraje elicitado que incremente el contenido de bioactivos en leche,

potenciando asi los efectos benéficos para el ser humano.
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Il ANTECEDENTES

[I.1 Ganaderia caprina

Desde hace 10 mil afios el ganado caprino tuvo relacion con el hombre por medio de
actividades de comercio e intercambio, caracteristicas que representan a la cabra como
una especie resistente al medio, con capacidad de adaptacion con sus mas de 300
razas existentes en la actualidad (Naderi et al., 2007). A finales del siglo XV, en el
segundo viaje de Cristébal Colon fue cuando las cabras ingresaron al continente
americano. Las primeras cabras traidas de Espafa provenian de Granada, Murcia y
Méalaga conocidas como razas criollas. En 1955 se introduce ganado caprino de
Estados Unidos, ocasionando que razas criollas sean desplazadas por razas

especializadas (Mellado, 1997).

Las cabras son rumiantes estacionales Unicos debido a su capacidad de sobrevivir y
reproducirse en condiciones desfavorables, en los cuales los procesos de rumia y
fermentacién son fundamentales (Mufioz-Salinas, 2016). Existen mas de 60 razas de
cabras reconocidas y mas de 211 variedades de cabras en todo el mundo. Solo por
mencionar algunas de las razas se tienen: Criolla, Murciana Granadina, Toggenburg,
Boher, Saanen, Nubia, Alpina (INIFAP, 2008).

[1.2 Produccion caprina

La leche de cabra ocupa el tercer lugar en la produccion a nivel mundial después de la
leche de vaca y bufala (FAO, 2016). El 85% de la produccién de leche en el mundo es
derivada de ganado bovino y después estan otras especies tales como bufala (11%),
cabra (2.3%), borrega (1.4%) y camello (0.2%) (FAO, 2015). Sin embargo, la
produccion de leche de pequefios rumiantes, incluyendo borregas y cabras han crecido
en los uUltimos afos, debido a los nuevos mercados consumidores (Selvaggi et al.,

2014a). La produccion de leche es mas del doble en décadas recientes con una
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tendencia para el 2030 de 53% (Pulina et al.,, 2018). Los paises que producen mas
leche de cabra son India, Bangladés y Pakistan en Asia, en Africa son Sudan, Sudan
del Sur y Somalia; Francia, Espafia y Grecia son los mayores productores en Europa.
Sin embargo, en América la produccion de leche de cabra ha mostrado un incremento
sustancial en afos recientes. En 2016, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) reporté aproximadamente 1 millon de cabras
alrededor del mundo con una produccion de leche de 15.2 millones de toneladas (FAO,
2018).

La produccién de leche caprina representa una contribucion significativa a la economia
rural, tiene un papel trascendente en la cadena alimenticia de las comunidades y
representa un medio de sustento, principalmente para los pequefios productores. En el
cuadro 1 se muestran los diez estados de la Republica Mexicana donde se concentra
casi el 80% de la poblacién caprina nacional con su respectiva produccion leche (SIAP,
2011).

Estado Leche (miles de L)

Coahuila 44,849
Guanajuato 42,326
Durango 25,419
Jalisco 9,348
Chihuahua 7,524
Zacatecas 6,205
San Luis Potosi 5,156
Nuevo Ledn 4,065
Michoacén 3,993
Baja California Sur 3,974
Querétaro 2,590
Veracruz 2,320

12



Tlaxcala 2,231
Puebla 1,962
Total Nacional 163,376

Cuadro 1. Principales estados productores de carne y leche caprina (SIAP, 2020).

I1.3 Generalidades de la leche de cabra

La leche de cabra es un alimento con alto valor nutricional, facil digestibilidad e
hipoalergenicidad, siendo un sustituto adecuado para la lactancia materna (Clark y
Mora, 2017). La leche puede ser considerada como una opcidn para reemplazar
productos tradicionales y mejorar la salud humana especialmente para gente que sufre
de intolerancia a la lactosa y problemas de alergia a la leche de vaca (Gobba et al.,
2014; Formiga de Sousa et al., 2015). En los Estados Unidos y otros paises en
desarrollo, la leche de cabra es consumida por gente con intolerancia a la leche de vaca
y por desérdenes digestivos (Pulina et al., 2018), debido a que es degradada
significativamente mas rapido por jugos gastricos y duodenales que la leche de vaca
(Almaas et al., 2006).

La leche de cabra es una mezcla compleja de distintas sustancias, presentes en
suspensién, emulsion y solucién. En su composicion presenta sustancias definidas
como agua, grasa, proteina, lactosa, vitaminas, minerales denominado extracto seco o
sélidos totales. Estos varian dependiendo de factores como la raza, el tipo de
alimentacion, el medio ambiente y el estado sanitario de los animales (Agudelo y
Bedoya, 2005). Los productos lacteos de cabra no son ricos en grasa saturada, son
mas digeribles, son saludables para muchas enfermedades gastrointestinales y son

menos alergénicos que la leche de vaca (Orman et al., 2011).

La leche de cabra tiene sabor desagradable derivada de los &acidos caprilico, caprico,
caproico presentes en su leche y en productos de leche limitando la aceptacion de los
consumidores y el desarrollo de productos de leche (Ranadheera et al., 2018). La leche
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de cabra contiene mayor cantidad de vitamina A, (2.074 Ul) comparada con la leche de
vaca (1.560 Ul), lo cual ocurre debido a que los caprinos convierten todo el caroteno en
vitamina A, razon por la cual es mas blanca que la leche de vaca. Adicionalmente la
leche de cabra es una fuente rica en riboflavina (actia como factor de crecimiento) y

niacina alcanzado un 350% mas de niacina que la leche de vaca (Park, 2006).

[1.3.1 Condicion funcional y nutracéutica de la leche de cabra

La leche humana es considerada como el mejor alimento natural para infantes por sus
propiedades nutricionales, inmunolégicas y desde el punto de vista de seguridad
alimentaria. La leche de cabra ha sido recomendada como un substituto a la leche de
vaca Yy la leche humana (Zenebe et al., 2014). El principal aspecto de demanda para la
leche de cabra deriva del problema de las alergias en la leche de vaca y otros
problemas gastrointestinales (Gobba et al., 2014; Forminga de Sousa et al., 2015).

La leche de cabra puede ser considerada para reemplazar a los productos de leche y
mejorar la salud humana especialmente para la gente que sufre alergia a las proteinas
de la leche de vaca, debido a la composicién de sus proteinas, especialmente la baja
cantidad de proteinas alergénicas como a-caseina y -lactoglobulina (Mufioz-Salinas et
al., 2022). Esta leche es de un interés particular debido a su composicién especifica y
su alta calidad para alimento de infantes y en poblacién con necesidades particulares
(Park, 2006; Yangilar, 2013; Zenebe et al., 2014; Nunez-Sanchez et al., 2016). La leche
de cabra provee nutricién al cuerpo humano y tiene poder antioxidante, antimicrobiano,

antialergénico (Kumar et al., 2016).

Una de las caracteristicas mas importantes en la leche de cabra, es la naturaleza de su
grasa, su valor nutricional y sus caracteristicas sensoriales la cual es rica en triglicéridos
de cadena media (TCM), que son compuestos de acidos grasos que estan constituidos
de 6 a12 atomos de carbono (Amigo y Fonseca, 2011). Esta es la razén por la que se

denomina asi a los acidos grasos conocidos como caproico (C6), caprilico (C8) y
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caprico (C10). Estos tres acidos grasos componen de 15 a 18% de todos los acidos
presentes en la leche de cabra, pero sélo del 5 al 9% en la leche de vaca (Clark y
Garcia, 2017). Presenta una alta cantidad de acido butirico, laurico, miristico, palmitico
y acido linolenico omega-3, ademas de bajo contenido en acidos grasos de cadena
larga tales como acido estearico y oleico con respecto a la leche de vaca (Nunez-
Sanchez et al., 2016).

Los lipidos en la leche de cabra se encuentran de manera abundante en forma de
glébulos con un tamafio de menos de 3 um, lo cual permite una mayor digestibilidad y
una mayor eficiencia en el metabolismo lipidico comparado con la leche de vaca
(Haenlein, 2004). La leche de cabra no contiene aglutinina, proteina responsable de la
agregacion de globulos de grasa en leche de vaca, razén por la cual los glébulos
permanecen dispersos y pueden ser atacados mas facilmente por las enzimas

digestivas (Amigo y Fonseca, 2011).

Un aspecto importante de la leche de cabra es el contenido de acido linoleico
conjugado (CLA), acido graso de 18 carbonos con reconocida actividad contribuyendo a
la inhibiciébn de céncer, ateroesclerosis y mejoramiento de las funciones inmunes
(Elwood et al., 2010). El porcentaje de acidos grasos saturados en la leche de vaca y
cabra son alrededor de 70% (Barlowska et al., 2011), los &cidos grasos poliinsaturados
son 2.9% en leche de vaca y 4.7% en leche de cabra, mientras que los acidos grasos
monoinsaturados estan alrededor de 27.7% en leche de vaca y 24.5% en leche de
cabra (Saroha et al., 2014; Qureshi et al., 2012).

11.3.2 Beneficios nutricionales de la leche de cabra
Estudios han reportado compuestos bioactivos de la leche de cabra con caracteristicas

bioquimicas, fisiolégicos y nutricionales que tienen un gran potencial en la salud

humana, como las que se mencionan a continuacion:
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e Desarrollo gastrointestinal tanto en funcion como en actividad
e Desarrollo infantil
e Desarrollo inmunoldgico y funcional
e Actividad microbiol6gica, como antibiético y accién probidtica.
(Gobbetti et al., 2007).

Ademas, la leche de cabra presenta alta digestibilidad, alcalinidad distintiva, alto
contenido de acidos grasos de cadena corta, acidos grasos de cadena media, zinc,
hierro, magnesio y calcio, fuerte actividad antimicrobiana por la presencia de
lactoperoxidasa, caracteristicas inmunoldgicas y antibacteriales y altos niveles de
aminoécidos como valina, glicina e histidina. Por ello la leche de cabra se ha
recomendado con fines nutricionales, y como un alimento con funciones terapéuticas
para pacientes que sufren varias alergias y para quienes necesitan una mejor absorcion
de nutrientes, ademas de su alta capacidad de amortiguador que es utilizada para

tratamiento de ulcera péptica (Park, 1994; Slacanac et al., 2010).

Otra caracteristica importante de la leche de cabra es el contenido de &cido sialico, el
cual se encuentra en concentraciones de hasta 8 mg/dL mientras que en la leche
humana se encuentra en una concentracién de aproximadamente 30 mg/dL. El acido
sidlico se encuentra en alta concentracion en los gangliésidos del cerebro, los cuales
tienen una estructura importante y elementos funcionales para el cerebro. Los infantes
pueden no tener suficiente y eficiente sintesis de acido sialico por lo inmaduro de su
higado por lo que se tiene que recurrir a la suplementacion del 4cido sialico en la dieta.
Dichas alternativas pueden ser la leche materna o de alguna otra forma de
alimentacion, incluida la leche de cabra (Wang et al., 2001).

11.3.3 Bioactivos en leche

El nivel de componentes bioactivos en productos de leche depende primeramente en su

contenido en leche cruda y en las condiciones de procesamiento. La leche cruda
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contiene ingredientes bioactivos naturales que pueden ser incrementados como un
resultado de genética y procesos de crianza, asi como de la dieta animal. Algunos de
los componentes de la leche mas susceptibles al cambio son los acidos grasos
presentes en la grasa de la leche, vitaminas liposolubles y carotenoides. (Aro et al.,
2000; Evans et al., 2002; Jézwik et al., 2010; Szumacher-Strabel et al., 2011; Frelich et
al., 2012).

Componentes apropiadamente seleccionados en la alimentacién en rumiantes pueden
constituir una fuente de substratos para microorganismos colonizando el rumen y como
resultado de procesos de fermentacibn de nutrientes produce compuestos
biologicamente activos. Un ejemplo de compuestos que tienen una alta actividad
bioldgica en la leche de rumiantes es el acido linoleico que puede prevenir el desarrollo
de muchas enfermedades relacionadas con la civilizacion. (Park, 2009; Van Arendonk,
2011).

Algunos compuestos encontrados en alimentos pueden disminuir cambios en DNA que
dirigen a la reduccién de lipidos y proteinas causada principalmente por la presencia de
radicales libres. Investigaciones recientes han demostrado que acidos grasos, acido
hidroxinaminico y flavonoides juegan un rol sinérgico antioxidante que protegen a las
células por diferentes mecanismos, contra el peligro de los radicales libres (Halliwell,
1996). Se ha encontrado relacion entre el consumo de forraje y compuestos
antioxidantes en leche de cabra, particularmente en flavonoides como rutina y
quercetina (De Feo et al., 2006). Middleton et al., 2000 reportdé que la quercetina es el

mejor antioxidante de los flavonoides, cinco veces mas potente que vitaminas Ay C.

[1.4 Alimentacion de cabras

Los bovinos, ovinos y caprinos tienen la habilidad de convertir carbohidratos y proteinas
presentes en los vegetales en nutrientes disponibles para el ser humano. Una

alimentacion del ganado en praderas ofrece a los humanos una fuente nutritiva de
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carne y leche teniendo grandes beneficios en la salud humana por la presencia de
compuestos nutracéuticos que ayudan a disminuir las enfermedades metabdlicas y

cronico degenerativas como la diabetes e hipertension (Rinehart, 2008).

Las cabras se adaptan bien a las condiciones ambientales en tierras aridas, obteniendo
una dieta adecuada incluso cuando el forraje es escaso ya que pueden alimentarse en
terrenos rocosos inaccesibles. El pastizal mexicano estd dominado por diferentes
especies vegetativas las cuales usualmente contienen ciertos metabolitos benéficos
para la salud humana incluyendo alcaloides, glucosidos, acidos grasos, terpenos,
fenoles, saponinas, taninos y flavonoides (Cuchillo et al., 2009a; Ruiz-Teran et al.,
2008; Galina et al., 2007).

I1.5 Alfalfa (Medicago sativa L.)

El género Medicago pertenece a la subfamilia de leguminosas y comprende 87
especies de plantas con flor incluyendo cultivos de M. sativa L. (alfalfa o lucerne)
(Steele et al., 2010; Small, 2011; Sanders et al., 2011). La alfalfa es el cuarto cultivo con
mayor valor econémico en el Norte de América después del maiz, soya y trigo y es el
mas importante cultivo de forraje en el mundo (Mielmann, 2013).

Las leguminosas (Fabaceas) constituyen una amplia diversidad de familia de plantas
que incluyen cultivos econdémicamente importantes. Las leguminosas son plantas
cultivadas que tienen habilidad para establecer interacciones simbidticas con bacterias
fijadoras de nitrogeno. Las especies de leguminosas son fuentes ricas de fitoquimicos

para la salud (Terpolilli et al., 2012).

El factor ambiental que mas limita la productividad y estabilidad de plantas es el estrés
por déficit hidrico (Araus et al., 2002). La fotosintesis y el crecimiento celular son los
primeros procesos afectados por la sequia (Chaves y Oliveira, 2004; Chaves et al.,

2009). Aunque es generalmente aceptado que el cierre estomatal es el principal factor
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limitado por la actividad fotosintética bajo condiciones moderadas o limitadas de agua
(Chaves et al., 2003), cuando el estrés al agua es mas severo, tiene lugar un déficit
metabdlico (Medrano et al., 2002). Efectos dafiinos de sequia en fotosintesis serian
mediados por la capacidad de respuesta de: i) el sistema respiratorio, transporte de
electrones y la sintesis de ATP en la mitocondria (Atkin and Macherel, 2009), ii) la
acumulacion de metabolitos por estrés (Zhang et al., 2000) and iii) expresion de genes 'y

sintesis de proteinas (Lawlor y Tezara, 2009).

11.5.1 Periodo de cosecha

El valor nutritivo del heno de alfalfa es influenciado por muchos factores como el
periodo de cosecha. Cortando la alfalfa en un estado de crecimiento éptimo puede
mejorar los campos y la calidad del cultivo (Yari et al., 2012). El cultivo de alfalfa en un
estado de brote tiene mayor cantidad de hojas que en el tallo, pero en la floracion
temprana, las hojas y los tallos son muy cercanos. En un estado de floracion tardia, la
fraccion del tallo en el forraje es mas grande que la de las hojas (Sheaffer et al., 2000).
Muchos investigadores también han reportado la disminucién de proteina cruda (PC) y
un incremento en el contenido de fibra en estados de madurez avanzada (Lamb et al.,
2003).

La cosecha en un estado de temprana floracion ocasiona campos de cultivo con altas
concentraciones de nutrientes en el forraje. Sin embargo, es dificil de alcanzar en
lugares con climas semiaridos. Muchos metabolitos y nutrientes especialmente
proteinas, pueden disminuir durante este tiempo ocasionando una reduccién en el valor
relativo para la alimentacién (RFV); parametro ampliamente aceptado en la calidad del

forraje para el desarrollo del animal (Kiraz, 2011).
Algunos reportan que las proteinas de la alfalfa son localizadas principalmente en los
cloroplastos, y la transicion de crecimiento vegetativo a crecimiento reproductivo

incrementa la produccion de nutrientes y la lignificacion, dirigiendo a la disminucién del
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contenido de proteina cruda (Lamb et al., 2012). El contenido de proteina cruda de
alfalfa esta entre 15 y 22% y se distribuye principalmente en las hojas. La proteina
cruda es dividida en dos categorias: proteina verdadera y nitrdgeno no proteico (NPN)
que es utilizado por las bacterias del rumen para convertirlo en proteina. El nitrdgeno no
proteico incluye aminoacidos libres, aminas, purinas, pirimidinas y alcaloides siendo
estos 1/3 del contenido total de nitrégeno en la alfalfa. El L-acido glutdmico y glutamina
juegan un rol vital en el metabolismo de nitrdgeno, son precursores de varios
aminoacidos, de purinas y pirimidinas. El contenido de L-acido glutamico y glutamina en
alfalfa a mitad de floracion es significativamente mas bajo que en periodo de brote
(Bezerra et al., 2016).

11.5.2 Metabolitos secundarios

Entre los metabolitos secundarios producidos por especies de Medicago estan las
saponinas y isoflavonas, las cuales son de mas alto interés y mas exploradas. La
lignina son otros compuestos fendlicos que son encontradas en alto porcentaje en las
plantas y son un factor importante que afecta la digestibilidad de la pared celular del
forraje incluyendo la alfalfa (Dixon y Sumner, 2003).

Las partes verdes de plantas son el principal blanco para herbivoros pero se debe tener
en cuenta que las saponinas presentes en las partes aéreas de Medicago pueden
contribuir a disminuir el ataque de herbivoros (Tava y Avato, 2006). La acumulacién de
saponinas en la planta lo vuelve no palatable para herbivoros, debido a su sabor
amargo. La administracion intraruminal de saponinas de alfalfa parcialmente
hidrolizadas conducen a reducir la fermentacion microbiana y la degradaciéon de
nutrientes en el rumen de ovejas, el conteo total de protozoarios en el rumen se reduce
por las saponinas de alfalfa, debido a la disrupcién de las membranas celulares de
protozoarios por la formacion de productos insolubles en agua de acido medicagénico
con esteroles de membrana. En adicién, las saponinas de la alfalfa inhiben la motilidad

ruminal en ovejas y ganado, por lo que parecen ser las responsables de algunos casos
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de inflamacion en el rumen. Las saponinas también exhiben efectos toxicos en

animales monogastricos e insectos herbivoros (Golawska, 2007).

Por su parte los flavonoides juegan roles bioguimicos y fisiologicos en la planta y son
involucrados en interacciones de la planta con su ambiente, por simbiosis benéfica y
por respuesta a estrés bidtico (atagque que patdgenos y herbivoros) y abiotico (luz UV,
salinidad, deficiencia de nutrientes) (Weston y Mathesius, 2013). En Medicago se

acumulan isoflavonoides en respuesta a elicitacion por hongos (Zhou et al., 2011).

La lignina es un complejo biopolimero que se encuentra en la pared celular y juega un
rol en el soporte mecanico de la planta. Esta firmemente tejido con polimeros de
celulosa y hemicelulosa previendo fuerza a la pared celular. La reducciéon del contenido
de lignina puede mejorar la digestibilidad del forraje. Estudios en Arabidopsis thaliana
han mostrado que reduciendo los niveles de lignina dirige a incrementar los niveles de
estrés por la hormona acido salicilico (SA) ocasionando un crecimiento reducido en la
planta (Gallego-Giraldo, et al., 2011).

I1.6 Estrés abiotico con peréxido de hidrégeno

El peréxido de hidrégeno es la molécula mas estable de las especies reactivas de
oxigeno (ERO) ya que tiene una pobre reactividad con moléculas organicas y
facilmente se puede difundir a través de las membranas de las células. Ademas, el
perdxido de hidrégeno juega un rol en la respuesta de las plantas al estrés bidtico y
abidtico. Se ha reportado que peréxido de hidrogeno induce tolerancia a estrés en
plantas debido a la activacién de genes que codifican enzima o proteinas involucradas
en la defensa al estrés (Kuzniak y Urbanek, 2000). Recientes investigaciones han
mostrado que el peréxido de hidrégeno puede actuar como una molécula de
sefalizacion en plantas estimulando funciones fisiolégicas y reacciones bioquimicas a
concentraciones de nanomoles, regulando el crecimiento y desarrollo de las plantas
(Nazir et al., 2019a, b; 2020).
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Las concentraciones nanomolares (10°) de peréxido de hidrégeno tienen una funcién
como sefalizadores 0 segundos mensajeros que estimulan el crecimiento celular y la
proliferacién, mientras concentraciones micromolares (10°) promueven el detenimiento
del ciclo celular e inducen los procesos adaptativos modificando la expresion de
diferentes genes y cuando las concentraciones son milimolares (107®), el peréxido de
hidrégeno induce un estado de estrés oxidativo que la célula no puede contrarrestar,
generando la muerte celular por procesos apoptoticos o necroticos (Pickering et al.,
2012).

Se ha reportado que el peréxido de hidrogeno actia como elicitor contrarrestando el
estrés causado por factores ambientales, tales como el estrés al cobre en Solanum
lycopersicum (Nazir et al., 2019a, 2019b; Hasanuzzaman et al., 2017), estrés por
sequia en Triticum aestivum (Andrade et al., 2018) y Brassica juncea (Hossain y Fuijita,
2013), estés por salinidad en Triticum aestivum (Bagheri et al., 2019; Ashfaque et al.,
2014), estrés por calor en Zea mays (Hosseini y Wahid, 2016) y Solanum lycopersicum
(Nazir et al., 2019b) y estrés por bajas temperaturas (Khan et al.,, 2019). Ademas,
existen reportes que demuestran que el perdxido de hidrégeno esta involucrado en la
transduccion de las sefiales rio abajo que inducen la expresion de genes que mejoran
la adaptabilidad de las plantas bajo condiciones de estrés (Khan et al., 2018). Segun
Khedia et al. (2019), el rol del peréxido de hidrogeno en la sintesis de proteinas regula
numerosos procesos tales como el ajuste osmotico y la proteccion de proteinas bajo

condiciones de estrés en plantas.
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Il HIPOTESIS

Con forraje elicitado en la alimentacion de cabras estabuladas se incrementara el
contenido de bioactivos en la leche que son benéficos para el ser humano de manera
significativa en relacion al manejo convencional, debido al cambio cuantitativo y

cualitativo en la biosintesis de metabolitos secundarios como producto de la elicitacion.

V. OBJETIVOS

General
Determinar la dieta de cabras mediante forraje elicitado para incrementar el contenido

de bioactivos en su leche, potenciando asi los efectos benéficos para el ser humano.

Especificos
e Determinar el impacto metabolémico inducido por la elicitacién en la alfalfa.
e Evaluar el posible efecto xenohdrmico en las cabras alimentadas con forraje
elicitado.

e Determinar el potencial xenohdrmico de la leche de las cabras en tratamiento.
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V. MATERIALES Y METODOS

EVALUACION DE 15 TRATAMIENTOS
DE PEROXIDO DE HIDROGENO Y
CONTROL

—

LONGITUD DE TALLO
RETENCION DE AGUA

SELECCION DE TRATAMIENTO IDEAL
PARA ELICITACION EN FORRAJE DE
ALFALFA

\ 4

PRODUCCION DE ALFALFA
(2 HECTAREAS)

4

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
ENZIMAS ANTIOXIDANTES
TANINOS CONDENSADOS

LONGITUD DE TALLO

EVAUACION DEL EFECTO
XENOHORMICO EN CABRAS

V

EVAUACION DEL EFECTO
XENOHORMICOEN LECHE DE CABRA

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
ENZIMAS ANTIOXIDANTES
TANINOS CONDENSADOS

CONSUMO DE ALFALFA

CONSUMO DE AGUA

CELULAS SOMATICAS

VOLUMEN PRODUCIDO DE LECHE

FENOLES TOTALES

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

GRASA, PROTEINA, LACTOSA,
SOLIDOS TOTALES, pH
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V.1 Determinacion del impacto inducido por la elicitacion en la alfalfa.

V.1.1. Evaluacion de diferentes tratamientos de peroxido de hidrégeno (Fase 1)

Se evaluaron 15 tratamientos de peroxido de hidrégeno y un control que se mencionan
en el Cuadro 2 (Mufioz et al., 2021). El tratamiento control consistié en la aplicacion de
agua. Las soluciones tratamiento fueron preparados en mismo dia de aplicacion y
debidamente protegidos de la luz. Las aplicaciones se realizaron semanalmente y

manejando un periodo de cultivo de alfalfa de aproximadamente 35 dias.

Tratamiento | Dosis de peréxido de hidrégeno

1 Control

2 98 mM con 3 aplicaciones
3 98 mM con 2 aplicaciones
4 98 mM con 1 aplicacién

5 294 mM con 3 aplicaciones
6 294 mM con 2 aplicaciones
7 294 mM con 1 aplicacién

8 490 mM con 3 aplicaciones
9 490 mM con 2 aplicaciones
10 490 mM con 1 aplicacion
11 784 mM con 3 aplicaciones
12 784 mM con 2 aplicaciones
13 784 mM con 1 aplicacion
14 980 mM con 3 aplicaciones
15 980 mM con 2 aplicaciones
16 980 mM con 1 aplicaciones

Cuadro 2. Tratamientos para elicitacion de alfalfa
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Asi, se probaron 16 tratamientos (Cuadro 2), en cuatro repeticiones con unidades
experimentales de 9 m? (Figura 1). Los tratamientos fueron distribuidos de manera

aleatoria en el area experimental con un Disefio de Bloques al azar.
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Figura 1. Esquema que ilustra el area experimental para el cultivo de alfalfa.

V.1.2. Medicion de las variables longitud de tallo y cantidad de agua

Longitud de tallo: Fue evaluada mediante una escala graduada con una medicion de los
tallos de alfalfa. Los tallos a medir fueron seleccionados aleatoriamente. El nimero de
muestras fue de 80 datos por cada tratamiento.

Cantidad de agua: Se realiz6 por medio de la cuantificacion de peso fresco y peso seco
de una cantidad de muestra de alfalfa correspondiente a un area de 575 cm? por cada
tratamiento. En un papel se coloc6 una cantidad conocida de muestra y se dejo
exponiéndose la muestra en el sol hasta que tuviera un peso constante, en ese punto el
agua de la muestra ya se habia evaporado y sélo quedé la cantidad de biomasa sin
agua en cada muestra. Se sacO la relacion de porcentaje de biomasa con las dos

mediciones. El nUmero de muestras fue de 12 por cada tratamiento.

V1.3. Evaluacion del perfil metabadlico en el forraje
Actividad antioxidante (ABTS). Este ensayo se realizO de acuerdo a la metodologia

descrita por Nenadis et al., (2004). Para la curva estandar se utilizO una solucion de
Trolox a una concentracién de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 y 800 UM. Para

generar el radical ABTSe+ se preparé una solucion stock de ABTS 7 mM, se tomaron 5
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mL de la solucién acuosa, se le adicionaron 88 pL de persulfato de potasio (K,S,0g) 140
mM y se almacen6 en oscuridad por 12 h. Después la solucion que contiene el radical se
midio a una longitud de onda A= 734 nm y se diluyo en etanol (de 20 a 25 ml) hasta que
el valor de la absorbancia alcanzara un valor menor a 1.0. Posteriormente se
prepararon las muestras en una placa de 96 pozos, al blanco se le adicionaron a 20 UL
de la muestra y 230 UL de etanol, para los controles se adicionaron 20 UL de metanol y
agua destilada, finalmente se les adicionaron 230 UL de ABTSe+. La medicién de la

absorbancia se llevo a cabo a los 730 nm por un lapso de 0-6 min.

Actividad antioxidante (DPPH). El ensayo se realizé en una placa de 96 pozos, primero

se adicionaron 20 pL de los extractos y posteriormente se adicionaron 200 UL de
DPPHe al 80% en metanol, para el control positivo se utiliz6 Trolox y para el negativo
todos los reactivos a excepcion de los extractos (Fukumoto y Mazza, 2000). Se midié la
absorbancia de 520 nm a diferentes tiempos (0, 4, 10, 30, 60, 90 y 120 min). Los

resultados se reportaron como % ARA (Capacidad antiradical).

Enzimas antioxidantes. El contenido de proteina para todas las enzimas fue medido de

acuerdo al método de Bradford (1976) por medio de un extracto enzimético.

Catalasa (CAT). La actividad de catalasa fue monitoreada espectroscopicamente de

acuerdo a Aebi (1984) para la medicion de la tasa de disminucién de peroxido de
hidrégeno a 240 nm a temperatura ambiente. El cambio de absorbancia a 240 nm fue
medido por 6 minutos usando la tasa de descomposicion de peréxido de hidrégeno por

catalasa (umol H,O, consumido por minuto). Cada tratamiento fue repetido 3 veces.

Superodxido dismutasa (SOD). El total de actividad SOD fue estimada por la inhibicion

de la reduccion fotoquimica de nitroazul de tetrazolio (NBT). La reaccion contiene 1.5
mL de bufer de fosfato 0.05 M (pH 7.8), 0.3 mL de EDTA-Na, 0.1 mmol L™, 0.3 mL de
metionina 0.13 mol L™, 0.3 mL de NBT 0.75 mmol L™,0.3 mL de riboflavina 0.02 mmol

L™, 0.05 mL de extracto y 0.25 mL de agua destilada. El volumen total de reaccion fue
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de 3 mL. Después de exponer a luz blanca por 30 minutos se mide la absorbancia de
la muestra a 560 nm. La actividad de SOD fue determinada como 50% de inhibicion de
la reduccion de NBT causada por el superoxido generado por la reaccion de foto
reduccion de riboflavina y oxigeno. El total de actividad SOD fue expresado en

unidades por miligramo de proteina (Gao, 2006).

Fenilalanina amonoliasa (PAL). La actividad de PAL fue determinada de acuerdo al

método Mozzetti et al., 1995. Para la determinacion se utiliz6 200 uL de extracto a los
cuales se le adicionaron 2.3 mL de buffer de reaccion (borato 0.1 M, 10 mM
fenilalanina, pH 8.8). La reaccion fue incubada a 40°C por 1 hora. Después de
transcurrido el tiempo se le adicionaron 0.5 mL de HCI 5 N. La absorbancia fue
determinada a 290 nm. La actividad de PAL fue calculada como los mmol de acido
cindmico por gramo de muestra, producido bajo condiciones especificas y expresadas
como unidades por mg de proteina (Mozzetti et al., 1995).

Taninos condensados. La cuantificacion se realizdé de acuerdo al método de la vainillina

descrito por Deshpande y Cheyran, 1987. Se pesaron 0.008 g de catequina en 10 mL
de metanol como solucion stock. La curva tuvo los siguientes puntos (0.1, 0.2, 0.4, 0.6,
0.8 mg/mL). En una placa se colocaron 50 pL de cada disolucion por triplicado. Se
adicionaron 200 pL de solucion 1:1 HCI 8% vainillina 1%, los cuales se fueron
adicionados de 50 en 50 hasta llegar a 200 pL. El blanco consistié en 50 uL de metanol
mas 200 uL de HCI al 4%. Las muestras fueron leidas a una absorbancia de 492 nm.
La cantidad de taninos condensados fue expresada en mg de taninos por g de

muestra.

V.1.4. Evaluacion de forraje elicitado con peroxido de hidrégeno (Fase 2)

Se cultivé una hectarea de alfalfa (Medicago sativa) para la alimentacion de las cabras.
La parcela fue dividida de la siguiente manera: media hectarea fue elicitada mediante la
aspersion de una soluciébn de peréxido de hidrogeno (294 mM) mediante tres

aplicaciones (una cada semana). La media hectarea restante no recibio tratamiento. Al
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total de la parcela experimental se le realizaron determinaciones fisioldgicas y

bioguimicas.

V.1.5. Disefio experimental para evaluacion de forraje elicitado

Se utilizaron 21 cabras productoras de leche de la raza Alpino Francés, divididas en
tres grupos estabulados y con diferente dieta (tratamiento) cada uno, un tratamiento
estuvo complementado con forraje elicitado. El desarrollo del proyecto en cuanto a
manejo animal se llevo a cabo en la Facultad de Ciencias Naturales, Campus Amazcala
UAQ municipio de Querétaro. El consumo de alimento y agua fue administrado ad

libitum.

Para la realizacidon del proyecto se siguio el Manual de Buenas Practicas en Produccién
de Leche Caprina (SAGARPA-SENASICA). El monitoreo del estado de salud de las
cabras se llevo a cabo por medio de especialistas y estudiantes de la Facultad de

Medicina Veterinaria de la Universidad Autdbnoma de Querétaro.

Se trabajé con un disefio de bloques al azar con los siguientes tratamientos para los
animales en experimentacion. La unidad experimental fue de 7 cabras en cada
tratamiento, donde la dieta fue el factor de variacion. El experimento fue repetido 3
veces con la finalidad de disminuir el error experimental. Cada experimento duré 7 dias,
con un periodo de lavado de 15 dias al inicio de la experimentacion. El periodo de
lavado es el periodo de adaptacién de los animales a las condiciones experimentales.

1. Cabras alimentadas de forma convencional

2. Cabras alimentadas con forraje no elicitado

3. Cabras alimentadas con forraje elicitado
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V.2. Evaluacion del efecto xenohdérmico en las cabras
Se evaluaron las siguientes variables fisiol6gicas:

Consumo de alfalfa: Se realiz6 durante la experimentacion mediante el pesaje de la

racion proporcionada a cada animal durante los 15 dias de experimentacion. Se peso la

alfalfa que no consumio el animal y se determiné la cantidad de forraje ingerido.

Células somaticas. Se evalué mediante el equipo Ekomilk Scan al inicio y al final del

experimento. La medicion fue realizada para evaluar el estado de salud de la ubre, el

bienestar de los animales y por ende la calidad de la leche.

Consumo _de agua. La evaluacion consisti6 en la medicion del agua consumida

diariamente por cada animal durante los 15 dias de experimentacién. Esto se llevo a
cabo mediante cubetas graduadas para conocer el agua servida y determinar la
cantidad de agua consumida por cada animal. La cantidad consumida se determind por
diferencia de volumen al inicio y final. La medicién fue realizada en un horario

establecido.

V.3. Evaluacion del potencial xenoh6rmico en la leche de cabra
Para la evaluacion del potencial xenohérmico de la leche de cabra se evaluaron las
siguientes variables:

Volumen producido de leche por animal. Fue evaluado mediante la medicion del

volumen en ordenadora.

Proteina, grasa, lactosa, solidos totales, pH. Se evaluaron por medio de equipo

LactoScan MCC50, Numero serial 8123. El equipo fue calibrado antes del andlisis de

las muestras para una mayor confiabilidad.

Actividad antioxidante (ABTS). Este ensayo se realizard de acuerdo a la metodologia

descrita por Nenadis et al., (2004). Para la curva estandar se utiliza una solucion de
Trolox a una concentracion de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 y 800 UM. Para
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generar el radical ABTSe+ se preparara una solucion stock de ABTS 7 mM, se toman 5
mL de la solucién acuosa, se le adicionan 88 UL de persulfato de potasio (K,S,0g) 140
mM y se almaceno en oscuridad por 12 h. Después la solucion que contiene el radical se
mide a una longitud de onda A= 734 nm y se diluy6 en etanol (de 20 a 25 ml) hasta que el
valor de la absorbancia alcanza un valor menor a 1.0. Posteriormente se prepararan las
muestras en una placa de 96 pozos, al blanco se le adiciona a 20 PL de la muestra y
230 ML de etanol, para los controles se adiciona 20 UL de metanol y agua destilada,
finalmente se les adiciona 230 UL de ABTSe+. La medicion de la absorbancia se llevo a

cabo a los 730 nm por un lapso de 0-6 min.

Actividad antioxidante (DPPH). El ensayo se realizé en una placa de 96 pozos, primero

se adicionan 20 L de los extractos y posteriormente se adicionan 200 UL de DPPHe al
80% en metanol, para el control positivo se utilizé Trolox y para el negativo todos los
reactivos a excepcion de los extractos (Fukumoto and Mazza, 2000). Se midio la
absorbancia de 520 nm a diferentes tiempos (0, 4, 10, 30, 60, 90 y 120 min). Los

resultados se reportaron como % ARA (Capacidad antiradical).

Fenoles totales. El contenido de fenoles totales fue determinado por el método

colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Taga et al., 1984. La concentracion fue
calculada usando acido galico como estandar (Sigma-Aldrich). Los resultados fueron

expresados como mg equivalentes de acido galico (GAE) por kilogramo de extracto.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1. Impacto inducido en variables de sobrevivencia por la elicitacién en la alfalfa

Para evaluar el impacto en alfalfa generado por la elicitacion con H,O, se midi6 la
longitud de tallo como variable representativa de supervivencia. En la Figura 2 se
observa el efecto de la dosis de H,O, y el tiempo de exposicion en la longitud de tallo.

Cada barra representa el promedio de 80 datos por cada tratamiento. Sobresalen los
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tratamientos 98 mM (2A), 294 mM (3A), 294 mM (2A), 490 mM (2A), 784 mM (3A)
debido a que tienen mayor longitud de tallo con diferencia estadistica significativa

respecto a los demas.

Otra de las variables evaluadas fue la cantidad de agua retenida en la planta de alfalfa,

la cual se observa en la Figura 3. El efecto del H,O, se ve reflejado en los tratamientos
98 mM (2A), 294 mM (3A), 294 mM (2A) donde se tuvo la mayor cantidad de agua con
diferencia estadistica significativa respecto a los demas tratamientos. Los tratamientos

sobresalientes en cuanto a cantidad de agua en la planta de alfalfa coincidieron con los

tratamientos de mayor longitud de tallo como respuesta a dosis de peroxido de

hidrogeno.
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Figura 2. Longitud de tallo en alfalfa con diferentes concentraciones y ndmero de
aplicaciones de H,0,. A representa el nimero de aplicaciones H,O; (a, b, c, d, e, f,

observa la diferencia estadistica significativa con a=0.05).

Como se ha indicado, las variables fisiologicas son un indicador de la supervivencia de
la planta. La alfalfa es un forraje con alta demanda hidrica para un desarrollo y
supervivencia oOptimo (aproximadamente 10 cm), dependiendo del suelo y la
temporada de cultivo (INIFAP, 2014). En la Figura 3 se observa la cantidad de agua en
la planta de alfalfa por cada tratamiento, representando el promedio de 12 datos por
cada tratamiento. Las plantas que presentaron mayor cantidad de agua retenida son el
294 mM (3A), 98 mM (2A), 294 mM (2A) de peroxido de hidrégeno, tienen una similitud
a los tratamientos que presentaron mayor longitud de tallo, por lo tanto las plantas
tratadas con perdxido de hidrogeno a las concentraciones antes mencionadas tiene un
mayor crecimiento respecto a los demdas debido a que tienen una cantidad de agua

mayor que les permite desarrollarse adecuadamente.
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Figura 3. Cantidad de agua en planta de alfalfa con diferentes concentraciones y
namero de aplicaciones de H,O,. A representa el nimero de aplicaciones de H,0.. (a,

b, c, d, e, observa la diferencia estadistica significativa con a=0.05).

VI.2. Variables metabdlicas
VI.2.1. Capacidad Antioxidante ABTS y DPPH

Dentro de las variables metabdlicas se evalud la capacidad antioxidante ABTS y DPPH,;
los resultados de capacidad antioxidante, asi determinada, se muestran en la Figura 4 y
5. En cuanto a ABTS los tratamientos que destacan son el 294 mM H,0,-1A (7), 98 mM
H,O,-1A (4); los cuales fueron significativamente diferentes al control-agua (1)
considerando una a=0.05. Donde A es el numero de aplicaciones de solucion de
perdxido de hidrégeno semanalmente. De nueva cuenta tiene una mayor actividad los
tratamientos a dosis de 294 y 98 mM de H,O, como se manifestdé en variables
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fisiolégicas de longitud de tallo y cantidad de agua en la planta. Para la actividad
antioxidante del radical DPPH el tratamiento 784 mM H,0,-3A (11) fue

significativamente diferente al resto de los tratamientos.

Los resultados muestran una tendencia de una alta actividad antioxidante ABTS y
DPPH en tratamientos con aplicaciones exdgenas de H,0,. El elicitor peroxido de
hidrogeno a ciertas concentraciones tiene un rango de eustres o estrés benéfico para la
planta de alfalfa segun se observa en la Figura 4 y 5. La capacidad antioxidante que
presentd la alfalfa puede tener correspondencia a los metabolitos secundarios que
desarroll6 la planta bajo el proceso de estrés generado por el peréxido de hidrogeno a
diferentes concentraciones de aplicacion. La actividad antioxidante, antiinflamatoria,
anticancer en la alfalfa es debida al contenido de flavonoides, saponinas, vitaminas,
minerales, acidos organicos y polisacaridos en la planta (Li et al., 2016), mejorando su
funcién inmune (Gatouillat et al., 2014). Los flavonoides derivados de la alfalfa muestran
una alta actividad antioxidante DPPH (Chen et al.,, 2016) que contribuyen al
mantenimiento, produccién, inmunidad y fermentacion ruminal en el ganado bovino

como lo reporté Zhan et al., 2017.
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Figura 4, 5. Capacidad antioxidante ABTS y DPPH en alfalfa con diferentes
concentraciones y numero de aplicaciones de H,0.. (a, b, c, d, e, diferencia estadistica
significativa con a=0.05).
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VI.2.2. Enzimas Antioxidantes

Para la actividad de la enzima Fenilalanina amonoliasa (PAL) los tratamientos con
mayor actividad fueron el 784 mM H,0,-1A (13), 294 mM H,0,-1A (7), 294 mM H,0,-3A
(5), 784 mM H,0,-3A (11) los cuales fueron estadisticamente diferentes considerando
una a=0.05. Donde A es el numero de aplicaciones de solucion de peroxido de
hidrogeno semanalmente (Figura 6). PAL es una enzima relacionada con la sintesis de
novo de metabolitos secundarios, por lo tanto pudiera ser que en estos cuatro
tratamientos haya mayor cantidad de metabolitos secundarios con respecto al resto de
los tratamientos, lo que concuerda con el analisis de capacidad antioxidante, donde los
tratamientos con mayor actividad son 784 mM H,0,-3A (11) y 294 mM H,0,-1A (7).
PAL es la enzima responsable de la sintesis de metabolitos secundarios como fenoles
totales y de capacidad antioxidante, como lo report6 Swieca, 2015, un aumento de
fenoles y capacidad antioxidante en brotes de lenteja elicitados con peréxido de
hidrogeno 15 y 150 mM. Mufioz-Salinas et al., 2021, también reportaron un incremento
en la enzima PAL en plantas de alfalfa bajo un pretratamiento de la semilla con H,O, a

294 y 784 mM de peroéxido de hidrégeno.

La catalasa (CAT) es una importante enzima que convierte el H,O, producido a H,O y
O, hasta llegar a un balance entre el sistema antioxidante y las especies reactivas de
oxigeno (EROS). La Figura 7 muestra los tratamientos con mayor actividad: 784 mM
H.,O,-3A (11) y 294 mM H,0,-3A (5) con diferencia estadistica significativa respecto a
los demas tratamientos. Nazir et al., 2019b reportd que el H,O, previene el aumento del
estrés oxidativo y un aumento en el H,O, enddgeno, generando un incremento en la
actividad de enzimas antioxidantes SOD, POX, CAT.

Por otro lado, superoxido dismutasa (SOD) es la primera enzima en la linea de defensa
gue convierte el radical superéxido (O,) a H,O, y que contrarresta la oxidacion de los
organismos. En el experimento tuvieron mayor actividad los tratamientos 294 mM H,0,-
3A (5), 784 mM H,0,-2A (12), 784 mM H,0,-3A (11) con diferencia estadistica
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significativa respecto al resto de los tratamientos. El perdxido de hidrégeno induce al
sistema antioxidante, aumentando la actividad de las enzimas superéxido dismutasa
restaurando el metabolismo celular, protegiendo el aparato fotosintético, ademas del
metabolismo de la prolina y la reduccién del estrés oxidativo (Wang et al., 2013; Khan et
al., 2016; Nazir et al., 2019a). Los resultados obtenidos relacionados con la actividad
enzimatica sugieren que los tratamientos 294 mM y 784 mM de peréxido de hidrogeno
son los que presentan la mayor actividad de las enzimas antioxidantes PAL, CAT y
SOD.
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Figura 6, 7, 8. Enzimas antioxidantes Fenilalanina amonoliasa (PAL), Catalasa (CAT),
Superoxido dismutasa (SOD) en alfalfa con diferentes concentraciones y numero de

aplicaciones de H,0- (a, b, c, e diferencia estadistica significativa con a=0.05).
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VI.2.3. Taninos condensados
Los taninos condensados son un tipo de compuesto fendlico (flavonoides), que pueden
ser oxidativamente degradados en acido para producir antocianidinas, dependiendo la
cantidad consumida pueden contribuir en la digestibilidad de las plantas provocando
alteraciones o beneficios en el animal que las consuma debido al complejo formado
entre el tanino condensado y las proteinas (Naumann et al., 2013). Dicha variable fue
evaluada por su relacion con problemas de timpanismo y digestibilidad en las cabras
una vez que se evaluo el consumo de alfalfa. El tratamiento con mayor cantidad de
taninos fue el control-agua (1) y el de menor cantidad fue 294 mM H,0,-3A (5). Lo
antes mencionado sugiere que 294 mM (3A) produce menor cantidad de taninos que la
alfalfa tratada con agua, por lo tanto el consumo de alfalfa elicitada con peréxido de

hidrogeno a la concentracion antes mencionada no ocasionaria problemas de
digestibilidad del forraje.

M 1) Control

m2) 98 mM (3A)

m3) 98 mM (24)
H4) 98 mM (1A)
m5)294 mM (34)
m6) 294 mM (24)
7) 294 mM (14)
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=9) 490 mM (24)
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W12) 784 mM (24}

1 7 10 6 9 11 12 8 13 5 ©12) 724 mM (1A}

14) 980 mM (34A)

Tratamientos

15) 980 mM (24}

Figura 9. Taninos condensados en alfalfa con diferentes concentraciones y nimero de

aplicaciones de H,0O, (a, b, observa la diferencia estadistica significativa con a=0.05).
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A partir del andlisis de los 16 tratamientos de elicitacion con perdxido de hidrogeno y
considerando las variables evaluadas se concluyé que el tratamiento para elicitar la
alfalfa en parcela (aproximadamente 1.0 ha) fue a una concentracién de 294 mM con 3

aplicaciones, que corresponde al tratamiento 5.

VI.2. Efecto xenohdrmico en las cabras alimentadas con forraje elicitado
El impacto del forraje elicitado en la cabra fue evaluado mediante las variables de
consumo alfalfa, consumo de agua, células somaticas y volumen de leche producido

por cada animal.
VI.2.1. Consumo de alfalfa

En la figura 10 se muestra el consumo de alfalfa de los animales alimentados con alfalfa
elicitada con perdxido de hidrogeno, donde se observa que fue mayor el consumo de
alfalfa de los animales que estuvieron alimentados con alfalfa tratada con peréxido de
hidrogeno, cabe mencionar que el mayor consumo del forraje pudo ser por una mayor

palatabilidad del forraje en el animal.

Consumo de alfalfa (Kg/animal)
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294 mM H202 Control + Control -

Figura 10. Consumo de alfalfa (Kg) de animales alimentados con alfalfa elicitada a 294
mM de H,0O, con 3 aplicaciones. Grupos control alimentados con alfalfa sin elicitacion,

Control +; alfalfa con proceso de produccion similar a alfalfa elicitada pero sin aplicaciéon
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de H,0,. Control -; alfalfa producida en otra parcela diferente sin aplicacién de H,O; (a,

b, observa la diferencia estadistica significativa con a=0.05).
VI.2.2. Consumo de agua

En la Figura 11 se muestra el consumo de agua de los animales alimentados con alfalfa
elicitada con peroxido de hidrogeno, donde se observa que el consumo de agua fue
similar al de los animales que estuvieron alimentados con alfalfa sin elicitacion, esto es
posible porque el consumo de agua en las cabras es parte de sus necesidades
fisiolégicas, segun los resultados obtenidos el consumo de agua no estuvo relacionada
con la elicitacion aplicada al forraje, lo mencionado anteriormente es lo que se esperaba

que el forraje no afectara en las funciones fisiologicas del animal.

Consumo de agua (L/animal)
5.40

5.20 -~ a

5.00 -

4.80 -

4.60 -

4.40

4.20 -

294 mM H202 Control + Control -

Figura 11: Consumo de agua (L) de animales alimentados con alfalfa elicitada a 294
mM de H,O, con 3 aplicaciones. Grupos control alimentados con alfalfa sin elicitacion,
Control +; alfalfa con proceso de produccion similar a alfalfa elicitada pero sin aplicaciéon
de H,O,. Control -; alfalfa producida en otra parcela diferente sin aplicacion de H,0; (a,

representa la diferencia estadistica significativa con a=0.05).
VI.2.3. Células somaéticas

El andlisis de células somaticas en los animales sirvi6 como punto de referencia para

conocer el estado de salud de la glandula mamaria de los animales en experimentacion.
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En la Figura 12 se muestra la diferencia de células somaticas al inicio y final del
experimento. En el grafico se muestra que no hubo diferencia estadistica significativa
entre tratamientos evaluados. El estado de salud de la glandula mamaria refleja el
estado de salud y la produccién de leche del animal. EI consumo de los diferentes

forrajes no afecto el estado de salud de la ubre de los animales en experimentacion.

Células somaticas (inicial-final)
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a
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Figura 12: Diferencia de células somaticas de animales alimentados con alfalfa elicitada
a 294 mM de H,O, con 3 aplicaciones. Grupos control alimentados con alfalfa sin
elicitacion, Control +; alfalfa con proceso de produccion similar a alfalfa elicitada, pero
sin aplicacién de H,O,. Control negativo; alfalfa producida en otra parcela diferente sin

aplicacion de H,O,. No se observa diferencia estadistica significativa con a=0.05).
VI1.2.4. Volumen de leche producido

Las cabras tuvieron una produccion de 1.9 a 2.0 L en promedio por animal sin importar
el tratamiento recibido. Cabe hacer mencion que los resultados mostrados en la Figura
13 observa que no existe diferencia estadistica significativa en la produccion de leche
(L/animal) independientemente de la alimentacién que haya recibido el animal. Por lo
tanto, el impacto del consumo de alfalfa elicitada con 294 mM de perdxido de hidrégeno

no se ve reflejado en el volumen de leche producido por el animal.
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Figura 13. Volumen de leche (L) de animales alimentados con alfalfa elicitada a 294 mM
de H,O, con 3 aplicaciones. Grupos control alimentados con alfalfa sin elicitacion,
Control +; alfalfa con proceso de produccion similar a alfalfa elicitada pero sin aplicacion
de H,0,. Control -; alfalfa producida en otra parcela diferente sin aplicacién de H,O; (a,

representa la diferencia estadistica significativa con a=0.05).

VI.3. Potencial xenohérmico de la leche de cabras alimentadas con forraje

elicitado

El potencial xenohdérmico de la leche de cabra fue evaluado en cabras alimentadas con
alfalfa elicitada a 294 mM de peréxido de hidrégeno en las variables bioquimicas de

capacidad antioxidante (ABTS, DPPH), fenoles totales y taninos.
VI.3.1. Fenoles Totales

La determinacion de fenoles totales se realiz6 con la finalidad de evaluar el impacto que
tuvo la alimentacion de alfalfa en nutracéuticos en la leche. En la Figura 14 se muestra
como los compuestos fendlicos totales de leche bajo el proceso de alimentacion de la
cabra con alfalfa elicitada fue significativamente superior al grupo control. Lo antes
mencionado sugiere que la alfalfa elicitada tiene efecto en la calidad nutracéutica lo cual
se ve reflejado en la leche, como un subproducto de la cabra.
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Los fenoles encontrados en la leche de cabra de animales tratados pudieran
relacionarse con la cantidad de fenoles totales encontrados en la planta de alfalfa
elicitada a 294 mM con 3 aplicaciones como se muestra en la Figura 18 , donde la
alfalfa elicitada contiene significativamente mayor cantidad de taninos condensados que
el grupo control (ver anexo). Otro de los resultados relacionados es el contenido de
flavonoides donde se encontrdé una mayor cantidad de estos en la alfalfa elicitada y fue

superior a la alfalfa del grupo control (Figura 19, anexo).
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Figura 14. Fenoles totales en leche de cabra; animales alimentados con alfalfa elicitada
a 294 mM de H,O, con 3 aplicaciones. Grupos control alimentados con alfalfa sin
elicitacion, Control +; alfalfa con proceso de produccion similar a alfalfa elicitada pero
sin aplicacibn de H,O,. Control -; alfalfa producida en otra parcela diferente sin

aplicacion de H,O, (a, b, observa la diferencia estadistica significativa con a=0.05).
VI.3.2. Taninos condensados

Referente al tema de taninos condensados, no hubo diferencia significativa respecto al
grupo control como se observa en la Figura 15. Los taninos condensados son
compuestos de importancia ya que interaccionan con proteinas formando complejos y a
su vez hacen que de acuerdo a la capacidad de union entre tanino-proteina se genere

inhibicion de la actividad microbiana. La inhibicibn microbiana resulta de la interaccion
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de los taninos condensados con elementos de la pared celular microbiana, provocando
una interaccion indirecta con nutrientes generando que no se encuentren disponibles
para los microorganismos (Smith, Zoetendel y Mackie., 2005). Los taninos condensados
se encuentran como un componente nutracéutico de los alimentos proporcionando
beneficios a la salud como prevencion de enfermedades en los seres humanos y el
ganado, esto en proporciones de 2 a 4% de materia seca (MS), previniendo infecciones
y aumentando la digestion de nitrdgeno no amonico y de los aminoacidos esenciales en
el rumen del animal (Scribano, 2012). En cantidades altas de consumo (>7% MS)
causan problemas como la reduccion de la digestion del alimento, inhibicion del
crecimiento y problemas con la actividad de los microorganismos del rumen (Naumann
et al., 2013). Mientras en concentraciones (<6% MS) han demostrado efectos positivos
en los herbivoros como el incremento de peso y la produccion e la leche (Min et al.,
2003).

En este experimento los taninos condensados encontrados en la leche de cabra de
animales tratados pueden depender de la cantidad de taninos condensados
encontrados en la planta de alfalfa elicitada a 294 mM con 3 aplicaciones como se
muestra en la Figura 15, donde la alfalfa elicitada contiene significativamente mayor

cantidad de taninos condensados que el grupo control (ver anexo).
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Figura 15. Taninos condensados en leche de cabra; animales alimentados con alfalfa
elicitada a 294 mM de H,0O, con 3 aplicaciones. Grupos control alimentados con alfalfa
sin elicitacion, Control +; alfalfa con proceso de produccion similar a alfalfa elicitada
pero sin aplicacion de H,O,. Control -; alfalfa producida en otra parcela diferente sin

aplicacion de H,0; (a, b, observa la diferencia estadistica significativa con a=0.05).
VI.3.3. Capacidad Antioxidante (ABTS y DPPH)

Referente a la capacidad antioxidante cabe hacer mencion que los metabolitos
antioxidantes evaluados por la radical DPPH en el grupo tratado con alfalfa elicitada son
superiores significativamente al grupo control, confiriendo valor nutracéutico a la leche,
mientras que por el radical ABTS no hubo diferencia significativa respecto al grupo

control.
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Figura 16 y 17. Capacidad antioxidante en leche de cabra (ABTS, DPPH); animales
alimentados con alfalfa elicitada a 294 mM de H,O, con 3 aplicaciones. Grupos control
alimentados con alfalfa sin elicitacién, Control +; alfalfa con proceso de produccion
similar a alfalfa elicitada pero sin aplicacién de H,O,. Control -; alfalfa producida en otra
parcela diferente sin aplicacion de H,O, (a, b, observa la diferencia estadistica

significativa con a=0.05).
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VII.  CONCLUSIONES

Los resultados generados en esta investigacion sugieren que la elicitacidn controlada
con H,O; en la alfalfa induce efectos significativos en sus variables de sobrevivencia, en
la actividad de enzimas antioxidantes y en algunos metabolitos secundarios de la
planta. Adem4s, se detecté que el mayor consumo de alfalfa se vio reflejado en los
animales tratados con alfalfa elicitada. En lo concerniente a la leche de las cabras
alimentadas con forraje elicitado hubo una mayor cantidad de fenoles y probablemente
por ello una mayor capacidad antioxidante. En funcién de lo anterior se puede inferir

que se cumplio la hipétesis de esta investigacion.
Vill. PERSPECTIVAS
1. Evaluacion de variables bioguimicas como acidos grasos, péptidos bioactivos en
la leche de cabra.

Evaluacion de variables fisioldgicas en la planta de alfalfa.

3. Aumentar el numero de animales para el proceso experimental.
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X. ANEXOS

Determinacion de metabolitos secundarios en alfalfa elicitada con peroxido de

hidrogeno 294 mM con 3 aplicaciones.
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Figura 18. Fenoles totales en alfalfa elicitada a 294 mM de peréxido de hidrégeno.
Temporada de cultivo de Octubre a Noviembre (a, b, observa la diferencia estadistica

significativa con a=0.05).
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Figura 19. Flavonoides en alfalfa elicitada a 294 mM de peroxido de hidrégeno.
Temporada de cultivo de Octubre a Noviembre (a, b, observa la diferencia estadistica

significativa con a=0.05).
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Figura 20. Taninos condensados en alfalfa elicitada a 294 mM de peréxido de
hidrégeno. Temporada de cultivo de Octubre a Noviembre (a, b, observa la diferencia
estadistica significativa con a=0.05).
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