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Resumen

Fueron realizadas 148 encuestas a personas relacionadas con la actividad ganadera en los Llanos
Orientales de Colombia, con el fin de indagar acerca de las plantas empiricamente reconocidas
como téxicas para los animales de la region. Las mas reconocidas fueron el Enterolobium
cyclocarpum y varias de la familia APOCYNACEAE, entre otras. La fotosensibilizacion fue una de las
principales manifestaciones asociadas a toxicosis por consumo de plantas, que se evidencio en el
86% de los predios visitados. La gran mayoria de fincas (93%) contaba con pasturas de Brachiaria
spp., que contienen saponinas esteroidales capaces de generar fotosensibilizacion. Cinco de las
principales Brachiaria spp. de la regidon fueron muestreadas en cuatro épocas climaticas
caracteristicas, en dos tiempos post-corte (14 y 28 dias) y en dos regiones fisiograficas diferentes,
con el fin de determinar compuestos hepatotéxicos relacionados con fotosensibilizacion
(protodioscina, diosgenina y esporas de Pithomyces chartarum como indicador de la presencia de
esporodesmina). Adicionalmente fueron determinados nitratos y oxalatos, compuestos que han
ocasionado intoxicacion por el consumo de estas gramineas. Fueron alimentadas ovejas jovenes
con B. decumbens y B. brizantha por tres meses, con el propdsito de reproducir la intoxicacién. No
fueron halladas esporas de P. chartarum en cantidades que puedan indicar presencia de
esporodesmina, la saponina protodioscina en un gran nimero de muestras superé el nivel minimo
téxico, favoreciéndose su produccion en época seca. Se postula que la sapogenina diosgenina,
producida principalmente en época lluviosa, podria ser un biomarcador apropiado para reconocer
la presencia de saponinas esteroidales. Niveles de nitratos > 2.000 ppm en el 72% muestras podrian
ocasionar alteraciones reproductivas mientras que los oxalatos pueden estar presentes en mas del
60% de B. humidicola y B. dictyoneura en niveles (>0,13%) que algunos han considerado causantes
de problemas 6seos en equinos. No se presentaron signos clinicos asociados al consumo de las

pasturas en las ovejas, se observaron hallazgos subclinicos y patologicos.

Palabras clave: Brachiaria spp., saponinas esteroidales, protodioscina, diosgenina, Pithomyces

chartarum, nitratos, oxalatos.
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Abstract

In order to recognize toxic plants foranimals 148s ur veys wer e applied

charge in Colombian Eastern Plains. The most recognized plants were E. cyclocarpum and
several from APOCYNACEAE family. One of the main associated conditions with toxic plant
consumption was photosensitization which was observed in 86% of farms. In most farms
(93%) were present Brachiaria spp., that have steroidal saponins able to produce
photosensitization. Five of the most common Brachiaria spp. were collected under four
climatic conditions, at two differents days from grass cutting (14 and 28) and in two different
regions (piedemonte and alluvial valley) for determining photosensitization associated
compounds (protodioscin, diosgenin and Pithomyces chartarum spores that could indicate
sporodesmin presence). Besides, nitrates and oxalates were cuantified. Lambs were feed
with B. decumbens and B. brizantha for three months in order to reproduce intoxication.
There were not high quantities of P. chartarum spores. Protodioscin saponin was present
in several samples above minimum toxic level (> 1%) specially produced on dry season. It
is postulated that sapogenin diosgenin, particularly produced on rainy season, could be a
steroidal saponins better indicator. On 72% from samples were detected nitrate levels
above 2.000 ppm, quantity that could alter reproductive efficiency on cattle. More than 60%
of B. humidicola y B. dictyoneura had oxalate levels above 0,13% which have considered
cause of bone problems in equines. There were not clinical signs for Brachiaria lamb

consumption, subclinical and pathological findings were observed.

Keywords: Brachiaria spp., steroidal saponines, protodioscin, diosgenin, Pithomyces

chartarum, nitrates, oxalates.
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Il ntroducci 6n

Colombia cuenta con una importante actividad pecuaria, gran parte de la cual se desarrolla
en la Orinoquia. En esta region, se encuentra el 21% del inventario bovino; el 14% del
equino, el 5,0% del bufalino y el 5,0% del caprino y ovino (ICA 2016).

En los ambientes naturales en donde estan presentes los animales de produccion, las
plantas toxicas compiten con las especies forrajeras fuente de alimentacion, lo que cobra
importancia en Colombia, considerado el segundo pais con mayor biodiversidad de flora
(Romero, Cabrera, & Ortiz 2008).

La morbilidad y mortalidad de animales asociada al consumo de plantas toxicas genera
importantes pérdidas econdmicas que contemplan la reduccion de parametros productivos,
gastos en la prevencién y el tratamiento de las intoxicaciones y pérdida del forraje utilizable
por competencia directa con estas plantas (Nielsen, 1988). Se estima que anualmente
muere entre el 0,5y el 0,7% de los bovinos debido al consumo de este tipo de flora (Pefia
et al., 1980; Tokarnia, Dobereiner, & Vargas 2000).

A pesar de que en el pais se han descrito varias patologias en bovinos ocasionadas por
plantas téxicas ("caida del ganado", caquexia muscular distréfica, fotosensibilizacion,
hematuria vesical bovina, entre otras) (Torres, 1983), se desconoce una amplia variedad

de las plantas responsables de estas y otras patologias.

Una manera de aclarar la causa de una enfermedad, en la que el posible agente etiolégico
es una planta, es hacer un levantamiento de las especies botanicas de interés en una
determinada regién (Tokarnia, Dobereiner, & Vargas, 2000). Para lograr este objetivo, la
etnobotanica (encargada de estudiar la interaccién de los grupos humanos con las plantas)

resulta una valiosa fuente de informacién (Al-Qu r a2005),

Antecedentes previos revelan que en la Orinoquia colombiana es frecuente encontrar

hatos ganaderos con historia 0 evidencia clinica de fotosensibilizacion, condicion que
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podria ser ocasionada por el consumo de plantas (Lozano, Doncel, & Moreno, 2011). En
varios paises tropicales, se reconoce que la ingesta de Brachiaria spp. puede ocasionar
esta patologia en animales herbivoros, siendo esta en la actualidad la principal graminea

ingerida por los bovinos de la Orinoquia colombiana.

A pesar de su masiva presencia en la regién oriental colombiana, Brachiaria spp. ha sido
asociada a intoxicaciones en animales herbivoros, que se manifiestan con alteraciones en
el sistema circulatorio, causada por nitratos; deficiencias de calcio y/o lesiones renales,
ocasionadas por oxalatos solubles y lesion hepatobiliar con manifestaciones dérmicas de
fotosensibilizacion, generadas por saponinas esteroidales (Diaz, 2010).

En Colombia se desconoce el impacto que los compuestos téxicos presentes en el pasto
Brachiaria, pueden generar sobre la salud y la produccién pecuaria. Dado que esta es la
principal graminea de la region oriental, en donde se concentra buena parte de los
animales herbivoros de interés pecuario del pais (principalmente bovinos) y que dentro de
las politicas agropecuarias se establece mejorar condiciones de sanidad de la cadena de
produccion de carne y leche vacuna (CONPES, 2010), es de particular importancia estudiar
la toxicologia de las especies de Brachiaria mas predominantes en la region.

Teniendo en cuenta la necesidad de reconocer las principales plantas téxicas de la
Orinoquia colombiana asi como las consecuencias del consumo de Brachiaria spp. por
parte de los animales herbivoros de la regién, en esta investigacion se desarrollé un
estudio etnobotanico que determiné las principales especies tdxicas reconocidas por la
poblacion y también se estudi6 la toxicologia de la Brachiaria spp. en los Llanos Orientales

colombianos.

Preguntas de investigacion

Las preguntas que la presente investigacion formulé fueron: ¢ Cuales son las principales
especies de plantas toxicas para animales herbivoros reconocidas por los habitantes
rurales dedicados a la actividad ganadera en la Orinoquia colombiana?; ¢Contiene la
Brachiaria spp. presente en los Llanos Orientales colombianos, agentes toxicos que
puedan afectar a los animales herbivoros y que generen alteraciones clinicas o subclinicas
en pequefios rumiantes?; ¢Qué factores influyen sobre la produccién de los principales

agentes toxicos presentes en Brachiaria spp., de los Llanos Orientales colombianos?
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Objetivos

General

Identificar plantas reconocidas como toxicas para animales herbivoros en los Llanos
Orientales de Colombia y caracterizar el contenido de los principales agentes toxicos

atribuidos a Brachiaria spp., asi como su potencial efecto sobre ovinos.

Especificos

Recolectar e identificar especimenes de plantas reconocidas empiricamente como téxicas

para animales por los pobladores de los Llanos Orientales colombianos.

Determinar la posible presencia de agentes tdxicos asociados a fotosensibilizacion, en las

principales especies de Brachiaria spp. establecidas en los Llanos Orientales colombianos.

Cuantificar el contenido de nitratos y oxalatos solubles en las principales especies de

Brachiaria establecidas en los llanos Orientales colombianos.

Relacionar la presencia y concentracion de los agentes toxicos con especie, edad y

localizacién de Brachiaria spp., asi como con época de recoleccion.

Evaluar la presencia de alteraciones clinicas, paraclinicas y patolégicas en ovinos de

experimentacion alimentados con Brachiaria spp.
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Capitul o 1

Mardceori co

Resumen

Colombia cuenta con una gran diversidad de flora que puede resultar tdéxica para los animales
herbivoros de produccion. El 21% del inventario bovino del pais se ubica en la regién natural de la
Orinoquia, también llamada Llanos Orientales, en donde ademas, hay importante presencia de
equinos, bubalinos, ovinos y caprinos. A pesar de la alta tecnificacion de las explotaciones
pecuarias, en las que se han introducido pastos mejorados, muchos de estos animales podrian
consumir plantas téxicas que alteran su salud y rendimiento reproductivo. Este capitulo expone
generalidades acerca de lo que se conoce en la regién sobre las plantas toéxicas que afectan las
explotaciones pecuarias y la manera como pueden abordarse las investigaciones en este topico.
Igualmente, al ser la principal graminea introducida en los Llanos Orientales, se profundiza sobre
los riesgos toxicos que Brachiaria spp. puede generar, principalmente toxicosis ocasionadas por
saponinas esteroidales que conducen a fotosensibilizacion hepatdégena; intoxicacion con nitratos
gue pueden ocasionar hipoxia tisular y oxalato-toxicosis, caracterizada por producir hipocalcemia
en los animales. Finalmente, en el capitulo se exponen las caracteristicas fisiogréficas de los Llanos
Orientales que definen la orientacién productiva e influyen sobre la presencia y capacidad toxica de
las plantas, incluyendo la de las pasturas presentes en la region.

Palabras clave: Plantas toxicas, Llanos Orientales, Brachiaria spp. Saponinas, Nitratos, Oxalatos
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1.1. Plantas toxicas: generalidades

De las casi 23'000.000 de cabezas de ganado presentes en Colombia, el 21% se encuentra
en los Llanos Orientales; asi mismo en la region existe una importante poblacién de

equinos, bufalinos caprinos y ovinos (ICA, 2016).

La actividad pecuaria colombiana se desarrolla en areas en las que los animales pueden
consumir plantas endémicas. Siendo éste el segundo pais con mayor diversidad de flora
en el mundo (Romero, Cabrera, & Ortiz, 2008), existe una muy alta probabilidad de que
algunas de las plantas consumidas por los animales puedan ser toxicas. En la region
oriental colombiana, en donde la bovinocultura tiene gran importancia, se reconoce
empiricamente la presentacion de diversas enfermedades ocasionadas por plantas que
pueden generar pérdidas econémicas.

Una planta téxica de interés pecuario se define como aquella que ocasiona intoxicaciéon
debido a su consumo espontaneo y cuyos efectos han sido comprobados de manera
experimental en la especie animal de interés (Tokarnia, Dobereiner, & Vargas, 2000). Esta
problematica ha sido estudiada en muchos paises y puede afirmarse, a pesar de que hay
plantas que se adaptan a diferentes ecosistemas, que varia dependiendo de las
caracteristicas fisiograficas de cada region. De esta manera existen varias fuentes
bibliograficas que describen las especies de plantas tdxicas para la produccion pecuaria,
propia de diferentes paises, e incluso de las diferentes regiones naturales de cada uno
(Blohm & Youngken, 1962; Kingsbury, 1964; Burrows & Tyrl, 2012; Tokarnia et al., 2000).

Los compuestos toéxicos de las plantas, en su mayoria, se consideran metabolitos
secundarios ya que no son esenciales para su crecimiento o reproduccion. Estas
sustancias representan para la planta un mecanismo de sobrevivencia puesto que tienen
la capacidad de generar reacciones fisiolégicas adversas en sus predadores y por lo tanto

reducen la probabilidad de ser consumidas (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

1.1.1. Clasificacion de las plantas téxicas

Dado el gran numero de plantas toxicas para los animales, es preciso agruparlas de
acuerdo a diversos criterios para facilitar su estudio. Las clasificaciones mas comunes son:
1) en funcién del cuadro clinico patolégico que ocasionan; 2) en virtud de la estructura y

propiedades quimicas de sus principios toxicos; 3) segun las familias botanicas y 4) por
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regiones (Tokarnia et al., 2000). La Tabla 1.1 lista algunas de las plantas toxicas presentes
en Colombia agrupadas segun su clasificacion quimica, igualmente se sefalan los

principales efectos producidos por cada una de ellas (Diaz, 2010).

1.1.2. Impacto de las plantas téxicas en la produccién bovina

Las pérdidas econbmicas ocasionadas por plantas téxicas en la ganaderia son
significativas. En Brasil, pais con una importante actividad ganadera, se calcula que
anualmente muere el 0,5% de la poblacion bovina por esta causa (Riet-Correa & Medeiros,
2001; Tokarnia, Dobereiner, & Peixoto, 2002). Ademés de la mortalidad de los animales,
existen otros factores que pueden generar pérdidas por la intoxicacion con plantas, entre
los que se destacan reduccién en la ganancia de peso, disminucion en la eficiencia
reproductiva, gastos en el tratamiento de las intoxicaciones, restriccion del pastoreo y
pérdida del forraje utilizable por la competencia directa con estas plantas (Nielsen, 1988).

Otro impacto significativo generado por las plantas toxicas se relaciona con el efecto de
las toxinas sobre los subproductos animales. La canal de los bovinos que han consumido
plantas toxicas puede ser decomisada debido a cambios en la coloracion de la misma o a
la emanacién de olores desagradables; estos casos pueden presentarse tras el consumo
de Buchonsia pseudonitida (Torres, 1983), que produce una coloracion rosacea en los
tejidos, o por la ingestién de Petiveria alliacea, que genera mal olor en la carne de los

animales afectados (Torres, Echeverry, Mejia, & Pefia, 1983).

Adicionalmente, existe la posibilidad de que estas toxinas sean excretadas en la leche y
de esta manera puedan ser consumidas por los humanos. Fitotoxinas con estas
caracteristicas son: los alcaloides pirrolizidinicos, presentes en plantas del género Senecio
y Crotalaria, que ocasionan hepatotoxicidad; los alcaloides piperidino presentes en Conium
spp., Nicotiana spp. y otras, que ocasionan neurotoxicidad y el ptaquilésido propio de
helechos del género Pteridium, que es considerado carcinogénico (Alonso-Amelot &
Avendario, 2002).
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Tabla 1.1. Ejemplos de plantas téxicas para animales presentes en Colombia,

clasificadas segun su principal compuesto quimico.

Grupo quimico Sustancia téxica Planta Efecto
Acido Palicourea spp. Neurotéxico
monofluoroacético
Cicutoxina Cicuta maculata Neurotéxico

Alcoholes, acidos
y sales

Oxalatos insolubles de
calcio

Philodendron spp., Monstera

spp., Caladium spp.

Irritacion de la cavidad
oral

Oxalatos solubles

Rumex sp., Chenopodium sp.,
Rheum sp.

Hipocalcemia,
nefrotéxico

Persina

Persea americana

Cardiotoxico

Diterpenos

Aconitum spp.

Neuromuscular

Indolizidinicos

Ipomoea carnea

Neurotoxico, infertilidad

Piperidino Conium maculatum Neurotdxico
Piridino Nicotiana tabacum Neurotdxico
Pirrolizidinicos Senecio spp,, Crotalaria spp. Hepatotoxico

Alcaloides Teratogénico, miotéxico,
S . neurotoxico
Quinolizidinicos Lupinus spp.
Tropano Datura spp. Anticolinérgico
Cardiacos Nerium oleander, Digitalis | Cardiotoxico
purpurea.
Glicésidos Cianogénicos Prunus sp., Sorghum sp. Respiratorio, nervioso
Cumarinicos Mellilotus alba Hemorragias
Fitoestrogenos Medicago sativa Infertilidad
Ptaquilosido Pteridium aquilinum Hematuria  enzodtica,
anemia
Lectinas Abrus  precatorius,  Ricinus | Gastrointestinal
communis
. Tiaminasa Pteridium aquilinum, Equisetum | Neurot6xico
Proteinas y
spp.
aminoacidos Inhibidores de | Glycine max, Phaseolus lunatus, | Hiperplasia pancreatica
proteasas P.vulgaris

L-canavanina

Robinia  spp.,
Indigofera spp.

Vicia spp.,

Antinutricionales

Aminoacidos causantes
de latirismo

Lathyrus odoratus

Anormalidades
esqueléticas

Tomado y adaptado de Diaz, 2010.
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1.1.3. Plantas toxicas en Colombia

En Colombia, a pesar de la creciente tecnificacion de las explotaciones pecuarias,
particularmente la bovinocultura, adn se practica la ganaderia extensiva en la que los
animales pueden consumir malezas y rastrojos, lo que constituye un factor de riesgo para
el consumo de plantas toxicas (MADR & CCI, 2006). Aunque en el pais se desconoce en
la actualidad las pérdidas ocasionadas por su consumo, Pefia, Villamil, Parra, & Lobo,
(1980) estimaron una mortalidad del 0,5% en la poblacién bovina, lo cual representaria a

la fecha 115.000 reses al afo.

En Colombia han sido identificadas diversas toxicosis que afectan a bovinos relacionadas
con el consumo de plantas, dentro de las que se destacan: 1) "sindrome de caida del
ganado"; 2) fotosensibilizacion; 3) miopatias; 4) hematuria vesical bovina; 5) cromatosis

bovina; 6) seleniosis; 7) enfermedad gastrointestinal y 8) abortos (Torres, 1983).

Para el "sindrome de caida del ganado" se ha descrito como causante al consumo de
plantas ricas en nitratos y/o en glicésidos cianogénicos. Algunas plantas presentes en
Colombia relacionadas con este tipo de intoxicacion en ganado son Tanaecium exitosum
(bejuco blanco), Mascagnia concinna (mindaca), Amaranthus dubius (bledo liso)
variedades de pastos como el guinea (Panicum maximum), comino (Homolepsis
aturensis), elefante (Pennisetum purpureum) y bermuda (Cynodon dactylum), entre otros
(Torres, 1983).

La fotosensibilizacion se caracteriza por la presencia de eritema, edema e incluso Ulceras
en piel depigmentada o de zonas sensibles y puede ser ocasionada por metabolitos
fotodinamicos propios del vegetal o por pigmentos biliares que circulan en sangre después
de generarse hepatotoxicidad. Plantas relacionadas con estos procesos son Lantana spp.,
Heliotropium indicum, Fagopyrum esculentum vy Brachiaria spp. entre otras (Plumlee,
2004; Riet-Correa, Riet-Correa, Junior, Duarte, & Riet-Correa, 2010).

Dentro de las plantas que pueden ocasionar miopatias en bovinos se describen varias
especies del género Senna. La intoxicacion generada por esta planta, que se presume en
muchas ocasiones subdiagnosticada en bovinos, genera sintomas de ataxia y atrofia
muscular y también puede producir diarreas severas. Otra planta cuyo consumo se
relaciona con miopatias en ganado vacuno es la Petiveria alliacea (anamu) que contiene
compuestos terpénicos y fendlicos asociados a la presentacion de la enfermedad conocida

como caquexia muscular distréfica (Torres, 1983).
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La hematuria vesical bovina ha sido descrita en la regién andina y valles interandinos y se
asocia al consumo de helecho macho (Pteridium aquilinum). La forma aguda, cuando
ocurre elevado consumo del agente etioldgico, puede ocasionar aumento de la
temperatura, sialorrea, inapetencia, ictericia, pequefias hemorragias en mucosas y, dentro
de los hallazgos patoldgicos, puede apreciarse necrosis focal hepatica. Con el consumo
crénico del Pteridium aquilinum se desarrollan mdltiples tumores sangrantes en la vejiga
urinaria causados por un glicésido conocido como ptaquilésido (Diaz, 2010). En Colombia,
recientemente ha sido reportada la presencia de ptaquilésidos en helecho macho
proveniente del departamento del Tolima, en niveles que oscilan entre 23 y 1194 ug/g
(Rincon, Diaz,& Gardner, 2016).

La cromatosis bovina ha sido descrita en los departamentos del Huila y Tolima, produce
inicialmente una pigmentacion rosada y azul intenso en la orina, mucosas y dientes de los
animales afectados y posteriormente alteraciones motoras, emaciacion, postracion y

muerte (Torres, 1983).

Existen suelos seleniferos en Colombia principalmente ubicados en la cordillera Oriental;
alli, algunas plantas pueden acumular selenio y al ser consumidas por los bovinos generar
seleniotoxicosis. En la forma aguda de esta enfermedad los animales presentan diarrea,
ictericia, timpanismo, emaciacion, anemia, aparente cegueray poliuria. En la forma crénica
se presenta alopecia, deformacion de pezufias, atrofia muscular, pérdida de peso, ictericia,

anemia, deformaciones Gseas, claudicacién y teratogénesis (Diaz, 2010).

Las enfermedades generadas por el consumo de plantas téxicas pueden afectar a hembras
en gestacion e indirectamente, debido al estrés generado en el animal, producir abortos.
Asi mismo, si estas toxicosis ocasionan inadecuada oxigenacion celular en los tejidos
maternos, puede también ocurrir interrupcion de la gestacion. También existen varias
plantas cuyos principios toxicos pueden generar aborto de manera directa, e incluso son
empleadas por los campesinos para concluir la prefiez en vacas; dentro de estas se
reconocen Sida rhombifolia (escobo), Momordica charantia (pepinillo) y Solanum
aphyodendron (Torres, 1983).
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1.1.4. Plantas toxicas en los Llanos Orientales

Las enfermedades mas conocidas que se asocian al consumo de plantas téxicas en la
region oriental colombiana son el "sindrome de caida del ganado", la fotosensibilizacion,
las miopatias, la enfermedad gastrointestinal y los abortos (Torres, 1983). Adicionalmente,
Velasquez (1999) describe la presencia de Pteridium aquilinum y lo relaciona con la

presentacion de hematuria vesical bovina en la region del Ariari.

En la Tabla 1.2 se presenta una lista de plantas de importancia toxicolégica para bovinos,
identificadas en los Llanos Orientales. Vargas, Quiidnez, & Parra, (1998) a través de
CORPOICA, editaron un manual de plantas toxicas para los bovinos en la vega del rio
Arauca que describe 26 especies potencialmente peligrosas. Esta misma entidad en 1999
realiza un inventario e identificacién de las plantas potencialmente téxicas que afectan la
produccién animal en la regién del Ariari, describiendo plantas que hasta ese entonces no
habian sido descritas en la zona como el Pteridium aquilinum y el Enterolobium

cyclocarpum (asociada a fotosensibilizacion).

En el proceso de investigacion en plantas téxicas de interés pecuario deben involucrarse
diferentes aspectos que contemplan desde sospechar que una enfermedad esta siendo
ocasionada por especies vegetales hasta reconocer los principios quimicos responsables
de la toxicosis. Una forma de iniciar el estudio de plantas sospechosas es a través del
estudio de casos de intoxicacion en especies de interés pecuario, en los que se hace un
reporte sistematico del caso y, a través de la observacion, se reconoce la o las plantas
posiblemente responsables del evento (Medeiros, Barbosa, Lima, Simdes, & Riet-Correa,
2001; Medeiros, Yassaki, Araujo, Dantas, & Riet-Correa, 2009; Santos et al., 2007).

Cuando se pretende aclarar la causa de una enfermedad, en la que el posible agente
etioldgico es una planta, puede hacerse también un levantamiento de las especies
botanicas de la region especifica (Tokarnia et al., 2000). Para lograr este objetivo es de
gran utilidad la etnobotanica (encargada de estudiar la interaccion de los grupos humanos
con las plantas) y de esta manera, el conocimiento popular sobre las especies vegetales
gue pueden alterar la salud de seres humanos y animales es una valiosa fuente de
informacion (AIF-Qur a’ n, 2005)

Un grupo de plantas al que cominmente se le presta poca importancia en cuanto al

contenido de sus toxinas es el de las gramineas o poaceas, familia a la cual pertenecen
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Tabla 1.2 Plantas asociadas empiricamente con toxicosis en los Llanos Orientales

de Colombia

Familia Género y especie Familia Género y especie
Asclepias curassavical Crotalaria estriata?
Bonafousia sananho ! Crotalaria pallida!
Bonafousia tetrastachya? FABACEAE Enterolobium cyclocarpum?
APOCYNACEAE Mandevilla sp.t Mimosa pigra3
Messechites trifida® Phaseolus atroporpureus?®
Messechites sp. ! Senna occidentalis?
Rauvolfia lugustrina® PHYTOLACACEA | Petiveria alliacea®
E
Amaranthus dubius?!? HELICONACEAE | Heliconia bihai®
Amaranthus spinosus? MALPIGHIACEAE | Mascagnia concinnal
AMARANTHACEAE Achyrantes indicat? Malva sylvestris®
Pseudoelephantopus sp?. MALVACEAE Malachra alceifolia®
BIGNONACEAE Anemopaegma karsteniit Sida linifoliat
BORAGINACEAE Heliotropum indicum?*3 PIPERACEAE Piper sp.?
BRASSICACEAE Lepidium bipinnatifidums? Echlinocloa colonums?
CLEOMACEAE Cleome spinosa3 POACEAE Paspalum virgatum?3
CONVOLVULACEAE Ipomoea fistulosal Eleusine indica®
COMMELINACEAE Commelina difusa3 Andropogon bicornis?
Momordica charantial- 2 PORTULCACEAE | Portulaca oleracea?
CUCURBITACEAE Cucumis melo® RUBIACEAE Palicourea cf marcgraviil
Rhinchospora nervosat Psichotrya sp. ®
CYPERACEAE Cyperus rotundus?® SOLANACEAE Physalis angulata*
DENNSTAEDTIACEAE Pteridium aquilinum? Solanum samaicensis?
EQUISETACEA Equisetum sp.? Solanum sp?
Croton hirtus? URTICACEAE Urtica sp. ?
EUPHORBIACEAE Euphorbia sp. * Lantana camara!
Cassia tora? VERBENACEAE | Lantana fuscatal3

FABACEAE Mimosa pudica® Stachytarpheta cayennensis?

1 En la Vega del rio Arauca (Vargas et. al., 1998) 2 En la region del Ariari (Velasquez, 1999) 2 En el Orinoco (Pulido et
al., 2002).
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los pastos, principal fuente de alimentacién para la mayoria de animales herbivoros. Las
pasturas relativamente tienen pocas defensas quimicas comparadas con otras especies
de plantas; para protegerse de los predadores crecen rapidamente o se asocian con
hongos endéfitos que producen micotoxinas. Sin embargo, algunas POACEAE producen
oxalatos solubles, nitratos, saponinas y glicésidos cianogénicos que pueden afectar a los
animales de produccion (Diaz, 2010). Brachiaria spp. es la principal pastura consumida por
los hatos ganaderos en los Llanos Orientales de Colombia, se reconoce que su consumo
puede ocasionar fotosensibilizacion hepatdgena, e igualmente algunas especies han sido
asociadas con casos de nitrito y oxalatotoxicosis.

1.2. Brachiaria

Reino : Plantae

Orden : Poales

Familia : Poaceae

Subfamilia  : Panicoideae

Tribu : Paniceae

Género : Brachiaria syn. Urochloa

Se estima que existen mas de 100 especies de Brachiaria distribuidas en regiones
tropicales y subtropicales de todo el mundo, principalmente en Africa. Siete especies de
Brachiaria de origen africano — B. arrecta, B. brizantha, B. decumbens, B. dictyoneura, B.
humidicola, B. muticay B. ruziziensis han sido empleadas como forraje en América tropical.
La primera graminea de este género introducida a Colombia fue B. mutica en el siglo XIX.
En 1955, 1960, 1976 y 1978 llegan al pais B. brizantha, B. decumbens, B. humidicola y B.
dictyoneura, respectivamente. Estos forrajes fueron introducidos con gran fuerza en los
Llanos Orientales en donde presentan excelente adaptacion dada su vigorosidad, habito
de crecimiento en forma de césped, tolerancia a suelos poco fértiles y pobremente

drenados y al sobrepastoreo (Argell & Keller-Grein, 1996). Las especies de Brachiaria con



36

mayor presencia son B. decumbens, B. humidicola, B. dictyoneura, B. brizantha y el hibrido

B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha (Lozano, Doncel, & Moreno, 2011).

1.2.1. Brachiaria brizantha (syn Urochloa brizantha, Panicum

brizanthum)

En Colombia se conoce comunmente segun el nombre de la variedad a la que pertenezca,
Marandl o Toledo. Crece en manojos sueltos con rizomas cortos y erectos o tallos
levemente decumbentes que pueden medir entre 60 y 150 cm de altura (ocasionalmente
hasta 200 cm). Las hojas son planas verde brillante y crecen hasta 20 mm de ancho y 100
cm de largo, pueden ser o no pilosas. La inflorescencia es una panicula con 2 a 16 racimos.

Las espigas tienen un raquis purpura de 1 mm de ancho (Cook et al., 2005) (Figura 1.1A).

1.2.2. Brachiaria decumbens (syn Urochloa decumbens)

Conocido en Colombia comunmente como pasto peludo, pasto alambre o pasto sefal. Es
una planta de bajo crecimiento, erecta o decumbente, perenne y estolonifera. El ancho de
las hojas esta entre 7y 20 mm y el largo entre 5y 25 cm. Las hojas lanceoladas emergen
de estolones que se enraizan en los nudos. Las semillas estan presentes en 2 a 7 racimos
de 1 a 5 cm de largo, sostenidos por un eje de hasta 10 cm de largo. Los racimos estan

casi en angulo recto respecto al eje (Cook et al., 2005) (Figura 1.1B).

1.2.3. Brachiaria humidicola (syn Urochloa humidicola, Panicum

humidicola)

Conocido en Colombia como pasto dulce. Es una pastura perenne fuertemente
estolonifera que cubre densamente el suelo. Tiene tallos vegetativos postrados o
arqueados en la parte inferior que se arraigan de los nudos inferiores. Tiene hojas
lanceoladas, planas, rigidas y puntudas, de color verde brillante, de 5 a 16 mm de ancho y
hasta de 25 cm de largo. La inflorescencia tiene 7 a 12 cm de largo, soporta 2 a 5 racimos
vellosos de 2,5 a 5,5 cm de largo, de color verde claro tefiido con purpura (Cook et al.,
2005) (Figura 1.1C).

B. dictyoneura puede ser confundida facilmente con B. humidicola. Esta ultima, sin

embargo es mas estoloniferea que B. dictyoneura. Ademas B. dictyoneura tiene una
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notable protuberancia ondulante a lo largo del cuello de la hoja (superficie externa de la

unién de la vaina de la hoja y la hoja (Cook et al., 2005).

1.2.4. Brachiaria dictyoneura (syn Urochloa dictyoneura, Panicum

dictyoneurum, Brachiaria obvoluta, Brachiaria keniensis)

Conocido en Colombia como pasto llanero. Es una pastura perenne estolonifera
semierecta con rizomas cortos, tallos de 40 a 120 cm de altura, estolones delgados pero
fuertes y de color rojizo. Tiene hojas lineales a lanceoladas de 3 a 18 mm de ancho por 4
a 40 cm de largo. La inflorescencia consiste en 3 a 8 racimos en un axis de 5 a 25 cm de

largo soportando espigas dispuestas en dos filas (Andersson et al., 2005) (Figura 1.2A).

1.2.5. B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha

Este hibrido ha sido denominado Mulato Il, nombre con el que se conoce comunmente.
Fue desarrollado con el propdsito de conferir resistencia al ataque de insectos y para
aumentar la productividad del forraje. Es una pastura perenne con habito de crecimiento
semierecto, se esparce por enraizamiento de los nodos del tallo. Las hojas cortantes son
lineo-triangulares, anchas, de color verde oscuro sobre ambas superficies y densamente
cubiertas con vellosidades cortas. La envoltura de la hoja es pubescente. La inflorescencia
es una panicula de 12 cm de ancho con 4 a 8 racimos de 6 cm de largo y espigas

dispuestas en dos filas en cada racimo (Cook et al., 2005) (Figura 1.2B).

Brachiaria spp. puede producir brotes esporadicos de intoxicacion en animales herbivoros,
particularmente ocasionados por saponinas esteroidales, nitratos y oxalatos solubles. La
toxicosis por saponinas esteroidales, caracterizada por producir fotosensibilizacién
hepatégena, es frecuentemente estudiada en diferentes regiones del mundo (Cruz,
Driemeier, Pires, Colodel, & Daketa, 2000; Cruz, Driemeier, Pires, & Schenkel, 2001;
Mazni-Othman & Haron, 1988; Meagher, Wilkins, Miles, & Fagliari, 1996) Igualmente, el
hongo saprdfito Pithomyces chartarum puede asociarse a Brachiaria spp. y producir la

micotoxina esporodesmina que genera fotosensibilizacion (Diaz, 2010).
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d Brachiaria decumbens Stapf— 1, habit leafy stems; )
Brachiaria brizantha (A. Rich.) Stapf- habit. 2, inflorescence. Brachiaria humidicola (Rendle) Schweick. — 1,
habit leafy stems; 2, inflorescence.
Figura 1.1 Principales Brachiaria spp. presentes en los Llanos Orientales de
Colombia. A. Brachiaria brizantha. B. Brachiaria decumbens. C. Brachiaria

humidicola. Tomado de: Cook et al., 2005.

Figura 1.2. Principales Brachiaria spp presentes en los Llanos Orientales de
Colombia. A.BrachiariadictyoneuraB. B.ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha
(hibrido mulato II)

A continuacion se describen los compuestos toxicos que se asocian a Brachiaria spp.
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1.3. Saponinas

Las saponinas son glicosidos ampliamente distribuidos en el reino vegetal que incluyen
grupos diversos de compuestos caracterizados porgue en su estructura presentan
agliconas (sapogeninas) esteroidales o triterpenoides y una o mas moléculas de azUcar
(Figura 1.3). Las saponinas esteroidales principalmente se encuentran en las
monocotiledoneas y las triterpenoides predominan en las dicotiledoneas. Segun el nimero
de azucares que contengan, las saponinas se clasifican en mono, di o tridesmosidicas
(Ozlem & Mazza, 2007).

HO
Figura 1.3. Estructura de las sapogeninas. A. Sapogenina triterpenoide; B.

Sapogenina esteroidal

Se postula que las saponinas en las plantas forman parte de su sistema de defensa y estan
dentro de un amplio grupo de moléculas protectoras conocidas como fitoanticipinas o
fitoprotectoras. Las saponinas presentes en el primer grupo se activan por enzimas en
respuesta a dafio tisular o ataque de patdégenos y las fitoprotectoras cuentan con actividad
antimicrobial o insecticida. También ha sido sugerido que en las plantas las saponinas

pueden ser una fuente de monosacaridos (Francis, Zohar, Harinder, & Klaus, 2002).

Diferentes acciones bioldgicas han sido asociadas a las saponinas, muchas de las cuales
derivan de su capacidad para alterar el funcionamiento de la membrana celular. Las
saponinas tienen afinidad por los esteroles de la bicapa lipidica generando poros que
pueden conducir a lisis celular. Por esta razén pueden producir hemdlisis in vitro;
interactuar con células branquiales de peces alterando el intercambio gaseoso; controlar
selectivamente protozoarios ruminales, permitiendo una mayor cantidad de nitrdgeno

bacteriano en rumiantes; entre otras acciones (Francis et al., 2002).
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Otras acciones bioldgicas de las saponinas son: efectos hipoglicemiantes, disminucion del
colesterol sistémico, estimulacion del sistema inmune mediado por células, efectos sobre
el sistema reproductivo en diferentes especies, inhibicidn in vitro de crecimiento de células
cancerigenas, efectos antiflingicos, antioxidantes y neuroprotectivos (Ozlem & Mazza,
2007).

Las saponinas triterpenoides pueden afectar a los animales debido a su accién caustica
sobre la mucosa gastrointestinal, produciéndose gastroenteritis y diarrea, principalmente
en monogastricos. Este tipo de saponinas presentes en Medicago sativa (alfalfa)
posiblemente sea responsable de los eventuales casos de fotosensibilizacion secundaria
(hepatégena) reportados por su consumo en rumiantes (Diaz, 2010). Sin embargo, no se
han establecido los mecanismos a través de los cuales las saponinas triterpenoides

ocasionarian esta condicion.

Las saponinas esteroidales presentes en plantas como Narthecium ossifragum, Tribulus
terrestris, Yucca schidigera, Panicum dichotomiflorum y Brachiaria spp., entre otras, se
asocian a lesion hepdtica y fotosensibilizacién secundaria por acumulacién de filoeritrina
(Barr, 2009).

Las principales especies de Brachiaria que producen fotosensibilizacion en rumiantes son
B. decumbens y B. brizantha de las cuales se han aislado las saponinas protodioscina (la
mas abundante), dioscina, dicotomina y saponina B y las sapogeninas diosgenina (la mas
abundante) y yamogenina (Figura 1.4) (Brum, Haraguchi, Lemos, Riet-Correa, &
Fioravanti, 2007; Cruz et al., 2001; Meagher et al., 1996).

En el mundo se han reportado casos de fotosensibilizacion asociada al consumo de
Brachiaria decumbens en Australia, Brasil y Malasia, entre otros (Tokarnia et al., 2002).
Adicionalmente, B. humidicola se reconoce como agente etioldgico causante de

fotosensibilizacion en equinos (Barbosa, De Oliveira, Tokarnia, & Peixoto, 2006).
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O

a- L-ramnosa b- D-glucosa

b- D-glucosa—Q
a- L-ramnosa a- L-ramnosa
b- D-glucosa—Q
a- L-ramnosa

A

Figura 1.4. Principales saponinas y sapogeninas presentes en plantas del género

Brachiaria. Dioscina (A), protodioscina (B), diosgenina (C), yamogenina (D).

1.3.1. Metabolismo de las saponinas en rumiantes

Flaoyen y Wilkins (1997), proponen una ruta metabdlica en rumiantes para las saponinas
presentes en Narthecium ossifragum, planta asociada a fotosensibilizacion en ovejas
criadas en Noruega. La sarsapogenina y la esmilagenina glicosidadas presentes en las
plantas son hidrolizadas en el rumen y transformadas a sus epianalogos (epismilagenina
y episarsasapogenina) que posteriormente son absorbidos en el intestino delgado,

particularmente en el yeyuno.

Con respecto a la ruta propuesta, para el caso de la Brachiaria hay algunas
particularidades, ya que en estas plantas las sapogeninas mayoritarias son la diosgenina
y la yamogenina. La diosgenina de la Brachiaria spp. se metaboliza en el rumen a
esmilagenina, y la yamogenina a sarsasapogenina, que posteriormente se epimerizan
(Cruz et al., 2000; Lajis, Abdullah, Salim, Bremmer, & Khan, 1993; Miles et al., 1992)
introduciéndose asi en la mencionada via. La Figura 1.5 indica la ruta metabdlica de la

principal saponina presente en Brachiaria spp.
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(@)
a- L-ramnosa b- D-glucosa
b- D-glucosa——Q
a- L-ramnosa

Protodioscina

Hidrdlisis en rumen

HO

HO

Diosgenina Esmilagenina
HOOC
HO
OH
Acido glucurénico | Epismilagenina
UGT
Uridin glucuronosil transferasa

Acido glucurénico™”

Figura 1.5. Ruta metabdlica de protodioscina en rumiantes

En los ultimos afos ha sido descrita la actividad de proteinas especificas de transporte
hepatobiliar implicadas en la excrecion de saponinas. En preparaciones de higado humano
y murino, el OATP (organic anion-transporting polypeptid, por sus siglas en inglés),

presente en la membrana basal de los hepatocitos ha sido reconocido como un


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6c/Beta_D-Glucuronic_acid.svg
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transportador de saponinas derivadas de preparaciones herbales, postulandose esta ruta
de eliminacion como una pieza clave en el metabolismo de estos compuestos (Jiang et al.,
2015; Sheng et al., 2015; Zhang et al., 2013). Aunque el transporte especifico de saponinas
por péptidos de membrana de hepatocitos no ha sido estudiado en rumiantes, muy
posiblemente los metabolitos derivados de las saponinas esteroidales relacionados con el
consumo de Brachiaria spp., ingresen al hepatocito por proteinas de esta familia (OATP).

1.3.2. Efectos toxicos

La fotosensibilizacion ocasionada por las saponinas ocurre porque sus metabolitos
conjugados con &cido glucurénico forman sales de calcio en bilis que se depositan en
canaliculos originando lesion hepatica y obstruccién en el flujo biliar, acumulando asi
filoeritrina fotoactiva (Figura 1.6) que entra en circulacion (Miles et al., 1992, 1993). Se
considera que las sapogeninas metabolizadas a partir de la diosgenina son dos a tres
veces mas litogénicas que las metabolizadas a partir de la yamogenina (Flaoyen & Wilkins,
1997).

Figura 1.6. Estructura de lafiloeritrina

La filoeritrina es un producto de degradacion anaerébica derivado de la clorofila por accion
de los microorganismos ruminales. A diferencia de la clorofila que tiene una cadena lateral
larga (Figura 1.7), lo que previene su absorcion intestinal, la filoertitrina carece de la misma
y puede traspasar membranas alcanzando el torrente circulatorio. Este metabolito
normalmente se conjuga en el higado y se excreta en la bilis, sin embargo un dafio hepatico

puede impedir su eliminacion. La filoeritrina alcanza la circulacion cutanea y absorbe la luz
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visible proveniente del sol en una longitud de onda aproximada de 420 nm, excitandose.
La molécula excitada inicia una reaccion en cadena que requiere oxigeno molecular al cual
transfiere su energia causando la formacién de radicales libres citotoxicos. De esta
manera, areas sensibles y/o depigmentadas de la piel de los animales pueden resultar
afectadas produciéndose una dermatitis fotosensibilizante (Scheie, Smith, Cox, & Flagyen,
2004). Igualmente, se ha establecido que el estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica
juegan un papel importante en las lesiones hepaticas generadas por B. decumbens
(Assumaidaee, Zamri-Saad, Jasni, & Noordin, 2010).

Figura 1.7. Estructura de la clorofila a, la principal clorofila presente en plantas

superiores.

En la intoxicacién asociada al consumo de Brachiaria spp. inicialmente se presenta
anorexia, hipotonia ruminal, depresién, resequedad de mucosas y heces. Posteriormente
puede observarse dermatitis en areas desprovistas de pelo y en piel escasamente
pigmentada, incluyendo cara, orejas y regién perineal. Se aprecia también descarga nasal,
ocular, salivacion, ictericia, prurito intenso en la region afectada y movimientos recurrentes
de cabeza. Opacidad corneal y ceguera pueden observarse en casos avanzados. La
actividad sérica de la GGT (gama glutamil transferasa), la fosfatasa alcalina y AST
(aspartato amino transferasa) se incrementan asi como las bilirrubinas (Riet-Correa,
Pfister, Schild, & Panter, 2009).
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En la necropsia el higado aparece de mayor tamafo, amarillento, hemorragico, con
incremento del patron lobular y de la consistencia. La vesicula biliar se distiende y presenta
la pared edematosa. Puede haber también edema en la pelvis renal y orina amarilla oscura
o café. Las lesiones histol6gicas aparecen en los hepatocitos periportales o en células de
ductos biliares y se caracterizan por degeneracion, necrosis, proliferacién de estas ultimas,
colangitis, pericolangitis y fibrosis periportal. La presencia de cristales birrefringentes en el
lumen de algunos ductos biliares son hallazgos comunes. Los macroéfagos espumosos,
algunos de ellos con cristales en su interior, frecuentemente se observan en el higado,
nddulos linfaticos locales e intestino (Brum et al., 2007; Driemeier, Colodel, Seitz, Barros,
& Cruz, 2002; Riet-Correa et al., 2009).

Han sido reportadas alteraciones histopatolégicas en higado y ganglios linfaticos
mesentéricos relacionadas con presencia de macr6fagos espumosos en rumiantes que

pastorean habitualmente praderas de B. brizantha, B. decumbens y B. humidicola

(Driemeier, Débereiner, Peixoto, & Brito, 1999; Moreira, Banys, Pinto, Franco, & Fioravanti,
2009; Riet-Correa et al., 2010).

1.3.3. Factores de riesgo involucrados en la intoxicacion con

saponinas esteroidales presentes en Brachiaria spp.

Existen factores biolégicos y ambientales que determinan la severidad de una potencial
intoxicacion con Brachiaria spp. Dentro de los primeros estan la especie, edad y variacion
biol6gica de la poblacién afectada, los factores ambientales aqui tratados hacen referencia

a aquellos que modifican la concentracién de saponinas en Brachiaria spp.
Factores biol6gicos

La intoxicacién por saponinas presentes en Brachiaria spp. ha sido descrita en bovinos,
ovinos, caprinos, bubalinos, camélidos y equinos (Riet-Correa et al., 2011). Los factores
gue desencadenan la intoxicacion en equinos deben ser mejor estudiados, pues en las
pasturas de B. humidicola, presuntas responsables de la toxicosis, se reporta ausencia o
bajos niveles de protodioscina (Barbosa et al., 2006). Dentro de los rumiantes los bovinos

son mas resistentes que los ovinos y los animales jovenes, recién destetados, mas
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susceptibles que los adultos (Medeiros et al., 2009). Igualmente, se reconoce que el
contacto por primera vez con la graminea, hace que los animales sean mas propensos a
la intoxicacion con Brachiaria spp. (Saturnino et al., 2010). Se ha observado que terneros
lactantes pueden desarrollar la enfermedad, sugiriendo que la toxina se elimina a través

de la leche (Assumaidaee & Mohammed, 2012).

Los brotes de intoxicacion con B. decumbens son esporadicos y vastas areas de pasturas
pueden ser consumidas sin problemas. Adicionalmente, algunos intentos experimentales
por reproducir la toxicosis han resultado fallidos, lo que indica que los animales pueden
tener resistencia individual o genética a esta enfermedad (Assumaidaee & Mohammed,
2012).

Factores ambientales

La zona geogréfica influye sobre la severidad de la intoxicacion, mientras en Malasia se
reporta que los signos clinicos en ovejas pueden desarrollarse en una o dos semanas,
produciéndose la muerte después de cuatro semanas de pastoreo continuo de B.
decumbens (Assumaidaee & Mohammed, 2012); en Brasil ovinos experimentales pueden
pastorear incluso tres meses sin manifestar lesiones clinicas (Moreira et al., 2009).

En Brasil se establece mayor susceptibilidad al comienzo de la temporada de lluvia y
cuando las pasturas estan en crecimiento (Riet-Correa et al., 2009). En equinos que
pastorean B. humidicola, la mayoria de los casos ocurren 20 a 30 dias después del inicio

del periodo con mayor precipitacion (Barbosa et al., 2006).

El caracter esporadico de la fotosensibilizacién asociada al consumo de plantas ricas en
saponinas, entre ellas Brachiaria spp., hace que se presuma que el contenido de este
compuesto en las plantas sea fluctuante (Mysterud, Flagyen, Loader, & Wilkins, 2007). La
edad de la pastura es un factor que puede influir sobre la concentracion de saponinas en
las plantas. Algunos autores reportan que B. decumbens joven acumula mas diosgenina
gue en su estado adulto (Meagher et al.,, 1996), mientras que otros investigadores

describen lo contrario (Brum et al., 2009).

Altos niveles de protodioscina en B. decumbens y B. brizantha se relacionan con
temporadas de alta pluviosidad, mayor humedad relativa y mayor temperatura ambiental
(Moreira et al., 2009).
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Epocas con mayor radiacion solar y el final de la estacion lluviosa son factores climaticos
gue pueden intervenir en la concentracion de saponinas en Brachiaria spp. (Ferreira et al.,
2011). Sin embargo, estudios similares, no encontraron ningun factor climatico que
afectara la concentracion del compuesto (Lima et al.,, 2009). Las intoxicaciones con
Brachiaria spp. pueden ocurrir en cualquier momento del afio debido a un incremento
subito en la concentracion de saponina quiza debido a factores climaticos ain no
claramente establecidos; por lo tanto deben hacerse estudios con determinaciones
periddicas y sistematicas de saponina en Brachiaria spp. para determinar el posible
significado de la variacion en la concentracion del compuesto (Riet-Correa et al., 2011).

1.4. Contaminacion de Brachiaria spp. con Pithomyces

chartarum

El hongo Pithomyces chartarum es un saprofito que puede contaminar a Brachiaria spp.
bajo ciertas condiciones (Tokarnia et al., 2000). Este hongo esta distribuido en todo el
mundo y se reporta en zonas tropicales y templadas mas que en regiones frias. El sustrato
para su crecimiento es material vegetal muerto. Bajo condiciones apropiadas P. chartarum
produce la micotoxina esporodesmina (Figura 1.8) que causa fotosensibilizacion
hepatdgena asociada a colangitis obstructiva, sin embargo no todas las cepas del hongo

cuentan con la capacidad para producir la toxina (Mortimer & Ronaldson, 1983).

o>\‘

Figura 1.8. Estructura quimica de la esporodesmina.
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La pithomicotoxicosis es una intoxicacion comun en todo el mundo, sin embargo tiene gran
importancia en Nueva Zelanda, afectando a una amplia poblacion de ovejas que consumen
principalmente pasturas de ryegrass perenne (Lolium perenne) contaminada con la
micotoxina. La condicibn generada por la toxina se conoce como eczema facial ovino
(Cheeke, 1998).

A pesar de ello, si se presentan las condiciones adecuadas (material vegetal muerto en el
suelo con temperatura entre 20 y 25°C y humedad cercana al 100%), cepas toxigénicas
de P. chartarum presente en Brachiaria spp. podrian esporular y producir la micotoxina,
generando colangitis obstructiva y consecuentemente fotosensibilizacion (Diaz, 2010).
Recuentos de P. chartarum superiores a 100000 esporas por gramo se consideran
peligrosos (Di Menna, Smith, & Miles, 2009).

1.5. 16n nitrato

El i6n nitrito (NO2), la forma reducida del i6n nitrato (NO3), es el responsable principal de
los efectos tdxicos atribuidos a i6n nitrato, sin embargo este Ultimo puede también
ocasionar intoxicacion. Las plantas absorben NO3s como paso esencial en la incorporacion
del nitr6geno del suelo para originar proteinas y vegetales con altos niveles de este
compuesto constituyen la principal fuente de intoxicacion para los animales herbivoros
(Diaz, 2010).

1.5.1. Transformacion del ion nitrato

Las plantas asimilan el nitrégeno absorbido por sus raices en forma de compuestos
organicos nitrogenados. El primer paso de este proceso es la reduccion citosdlica del NO3
a NOy por medio de la nitrato reductasa, enzima que es activada por accién luminica. La
nitrato reductasa es la principal proteina que utiliza Mo como cofactor en tejidos vegetales
y la escasez de este elemento ocasiona la acumulacion de nitrato por deficiencia en la
actividad enzimatica. El nitrito, altamente reactivo y potencialmente toxico, es transportado
rapidamente desde el citosol a cloroplastos en hojas verdes y plastos en raices, en donde
por accién de la enzima nitrito reductasa se reduce a amonio (NH4"). A partir del este Gltimo
la planta sintetiza glutamato y arginina precursores de aminoacidos necesarios para la

formacion de proteinas. La Figura 1.9 ilustra este proceso (Taiz & Zeiger, 2006).
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NOy |—=> | NOy | —> | NHs | —> Acido glutamico
Nitrato Nitrito Glutamina
reductasa reductasa sintetasa

Figura 1.9. Asimilacion del nitrato en plantas

La transformacion del nitrato a amonio ocurre también en el rumen a través de la accion
de las enzimas nitrato y nitrito reductasas, presentes en bacterias ruminales. Se estima
que la nitrato reductasa es 2,5 veces mas rapida (lwamoto et al., 1999), por lo tanto, ocurre
mayor formacion de nitrito y menor de amonio, acumuldndose asi el primero que resulta

toxico para el animal (Iwamoto, Asanuma, & Hino, 2001).

Los microorganismos ruminales pueden adaptarse al consumo de forrajes con alto
contenido de nitrato; la reduccién del nitrito puede ser tres a cinco veces mas rapida en
ovejas adaptadas, requiriéendose hasta de seis dias para una éptima adaptacion (Alaboudi
& Jones, 1985).

Los rumiantes son mas susceptibles que los monogastricos a la intoxicacién con nitrato
debido a la habilidad reductora de los micoorganismos ruminales que transforman los NO3’
a NOgy, este Ultimo capaz de generar metahemoglobinemia una vez es absorbido (Casteel
& Evans, 2004).

1.5.2. Efectos toxicos

La acumulacién de nitrato en el tracto gastrointestinal puede producir desérdenes
osméticos que junto con su accioén irritante, ocasionan diarrea. EI consumo crénico de
bajos niveles de nitrato se asocia a la presentacién de abortos. Tanto el nitrato como el
nitrito son compuestos vasoactivos capaces de reducir el tono muscular comprometiendo
la liberacion de oxigeno a los tejidos (Bahri, Belguith, & Blouin, 1997; Casteel & Evans,
2004).

Una vez el ién nitrito es absorbido, ingresa a los glébulos rojos y oxida el hierro ferroso
(Fe2") de la hemoglobina a hierro férrico (Fes*), generando metahemoglobina incapaz de
transportar el oxigeno. Los principales signos clinicos en los animales son coloracion café
de membranas mucosas, taquicardia, disnea, debilidad, ataxia, micciones frecuentes,
diarrea, colapso y convulsiones terminales. Si hay consumo suficientemente alto de

material rico en nitratos la muerte puede ocurrir una a tres horas después de presentarse
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los primeros signos clinicos. El diagndstico definitivo de la intoxicacion se logra a través de

determinar concentraciones de nitratos en sangre, orina 0 humor acuoso (Diaz, 2010).

En bovinos las intoxicaciones agudas con nitrato ocurren con un consumo de forraje que
exceda las 10.000 ppm (1%) con base en materia seca. Consumo de material vegetal con
menos de 5.000 ppm (0,5%) se considera seguro para los animales herbivoros (Casteel &
Evans, 2004); sin embargo, Cash (2006), considera que niveles entre 1.500 y 5.000 ppm,

pueden ocasionar desdrdenes reproductivos (Cash, Funston, King, & Wichman, 2006).

Algunas circunstancias hacen que las plantas acumulen concentraciones tdxicas de
nitrato, entre ellas, baja intensidad luminica, periodos prolongados de sequias seguidos
por lluvias, suelos acidos, fertilizacién con productos nitrogenados y abundante presencia

de materia organica, entre otros (Casteel & Evans, 2004).

En Brasil B. radicans ha estado relacionado con nitritotoxicosis en bovinos (Lascano &
Euclides, 1996) y en Colombia, Diaz (2010) reporta a B. mutica como una de las plantas
acumuladoras de nitrato presentes en el pais. Los niveles de nitratos que han sido
reportados en B. decumbens corresponden al 0,5% (Amador, Duque, & Galvis, 1980). No
existen registros de posibles intoxicaciones con nitrito obedecidas al consumo de otras
Brachiaria spp; sin embargo, Lascano y Euclides (1996), reportan que las especies
predominantes de la graminea pueden acumular niveles téxicos de nitrato, sugiriendo la

necesidad de determinar las condiciones bajo las cuales esto puede ocurrir.

1.6. Oxalatos solubles

Estos compuestos son un constituyente comun de las plantas en donde se acumulan como
oxalatos solubles u oxalatos insolubles de calcio. Los oxalatos solubles presentes en
poaceas 0 gramineas, familia a la que pertenece la Brachiaria spp., corresponden a
oxalatos de amonio (Figura 1.9) que se absorben facilmente en el tracto digestivo (Diaz,
2010).
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Figura 1.10. Oxalato de amonio

En las plantas, los precursores de los oxalatos son glioxilato, glicolato y &cido ascoérbico y
se presume que actla como un sistema buffer. Puede también intervenir en el metabolismo
de los carbohidratos, particularmente a través de la inhibicion de la deshidrogenasa
succinica (Noonan, 1999). Altos niveles de oxalatos en vegetales, pueden ser también una
forma de proteccion de la planta contra los insectos y los animales herbivoros (Libert &
Franceschi, 1987).

1.6.1. Efectos toxicos

En equinos los oxalatos solubles ingeridos se ligan al calcio en el intestino formando
oxalato de calcio insoluble y atrapando el calcio dietario disponible para los animales. De
esta manera, para mantener una relacion fisiolégica normal entre el calcio y el fésforo
sérico (2:1), la paratohormona retira calcio 6seo alterando la forma de los huesos. Esta
condicibn se conoce como osteodistrofia fibrosa por hiperparatiroidismo nutricional
secundario (Breuhaus, 2011) y ocurre por consumo crénico de forrajes que contengan

niveles de oxalatos solubles del 0,5% (Cheeke, 1998).

En rumiantes la toxicosis por oxalatos difiere, pues cuentan con el microorganismo ruminal
Oxalobacter formigenes, que desdobla los oxalatos en acido formico y didéxido de carbono,
mediando la adaptacion de los rumiantes a dietas ricas en oxalatos (Sidhu et al., 1997).
Sin embargo, de ocurrir un consumo elevado o de perderse la adaptacion ruminal,

concentraciones toxicas de estos compuestos podrian ser absorbidas.

Una vez absorbidos, los oxalatos se combinan con el calcio sérico para formar oxalato de
calcio resultando en una disminucion significativa del calcio ionizado y una hipocalcemia
funcional, sin embargo la intoxicacion aguda se da cuando se consumen niveles de oxalato

con base en materia seca de minimo un 10%. Los oxalatos de calcio pueden cristalizarse
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en vasos sanguineos Yy tubulos renales ocasionando necrosis tubular de caracter fatal
(Diaz, 2010; Pickrell & Oehme, 2004).

Hipocalcemia y altos niveles de nitrdgeno ureico sanguineo pueden contribuir al
diagndstico de una intoxicacion con oxalatos solubles (Pickrell & Oehme, 2004). Cheeke
(1995), reporta que el consumo de gramineas con contenido de oxalatos solubles del 2%,
puede resultar toxico para rumiantes. Se reconoce, ademas que los oxalatos solubles se
concentran en plantas de rapido crecimiento y en etapas jovenes (Cheeke, 1995; Simpson,
Savage, Robert, & Vanhanen, 2009; Teo & Savage, 2012).

1.6.2. Factores que influyen en la concentracion de oxalatos en

las plantas

Muchos efectos ambientales asociados al clima (precipitacién, temperatura, horas luz,
humedad) pueden alterar los niveles de oxalatos. Aln se desconoce de qué manera la
estacion y/o la temperatura afecta el contenido de oxalato en el forraje. Sin embargo, se
reconoce que los forrajes tropicales generalmente contienen mas oxalatos que aquellos
gue provienen de regiones templadas, lo que implica una relacion entre la temperatura y

la acumulacién de oxalatos en las plantas (Rahman & Kawamura, 2011).

Otro factor que influye sobre la concentracion de los oxalatos, es el estado fenoldgico de
las plantas. Las hojas en rebrote que emergen después de la poda, contienen mayor
cantidad de oxalatos que las hojas jovenes de plantas sin podar. Posiblemente este
aumento en la concentracion de oxalatos obedezca al estrés ejercido en la planta como

resultado de su cosecha previa (Simpson et al., 2009).

En Brachiaria los mayores niveles de oxalato han sido reportados en Brachiaria humidicola
(0,91%), seguida por B. brizantha (0,47%), B. decumbens (0,27%) y B. ruziziensis (0,16%)
(Jones & Ford, 1972). Sin embargo, Middleton (1978) registra concentraciones en B.
decumbens hasta del 0,61%, siendo mas abundantes en las hojas que en los tallos. En
Australia se reportan contenidos toxicos de oxalatos en B. decumbens (Lazarides, 2002).
Se desconocen los niveles de oxalatos que puedan tener las Brachiaria spp. presentes en

Colombia.
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1.7. Concentracion de saponinas, nitratos y oxalatos

solubles en plantas

La Figura 1.11 indica las principales condiciones que influyen sobre la produccion de
metabolitos por parte de las plantas, entre ellas estacionalidad, altitud, ritmo circadiano,
composicion atmosférica, temperatura, edad, disponibilidad de agua, micro vy
macronutrientes, pluviosidad, patégenos y ataque de herbivoros (Gobbo-Neto & Lopes,
2007).

La concentracion de compuestos toxicos presentes en Brachiaria spp. puede estar
influenciada por diferentes factores. El clima, la edad y la especie, entre otros, han sido
asociados a la acumulacién de este tipo de compuestos (Brum et al., 2009, 2007; Meagher
et al., 1996; Medeiros et al., 2009; Moreira et al., 2009; Simpson et al., 2009). La Tabla 1.3
sefala las concentraciones de saponinas, nitratos y oxalatos solubles en plantas que se
han relacionado con toxicosis; esta misma Tabla indica algunos factores climaticos y del
estado de desarrollo de la planta (edad y especie) que son afines con la acumulacion de

estos compuestos.

1.8. Compuestos téxicos de Brachiaria spp. presente en

Colombia

Investigadores del ICA, en estudios desarrollados en compaifiia la Universidad Nacional de
Colombia (Facultad de Ciencias, Departamento de Farmacia), en las décadas del 70 y del
80 hicieron importantes aportes al estudio de la Brachiaria que no fueron adecuadamente
difundidos. En 1976, Barrera aliment6 bovinos de 8 a 9 meses de edad con B. decumbens
por 64 dias (libre del hongo P. chartarum), logrando reproducir la presentacion de lesiones
hepaticas y sugiriendo como compuesto responsable a las saponinas. En 1980, Amador
et al., confirman a las saponinas como el compuesto responsable de la intoxicacién al
administrar fracciones enriquecidas a cobayos registrando lesiones histopatolégicas en
higado, ademas concluyen que son las plantas jévenes las que mas acumulan estos
compuestos. En 1987, Sarmiento sugiere un componente adicional en la intoxicacion

generada por Brachiaria decumbens al encontrar concentraciones de taninos condensados
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del 1,2 al 2,0% y al administrar a cobayos fracciones enriquecidas tanto con saponinas

como con taninos reportando lesiones hepaticas y renales en ambos casos.

Garcia et al., (1982) definen algunos aspectos epidemioldgicos de la intoxicacién con
Brachiaria reportando fotosensiblizacion en el 4,7% de bovinos que pastorean esta
graminea y mortalidad del 2,7%, sugiriendo que los animales jovenes, entre 7 y 18 meses
son mas susceptibles. Igualmente, reportan que la presentacién de los casos ocurre en la
transicién de época seca a época lluvia y viceversa (Garcia, Aycardi, Zuluaga, Rivera, &
Henao, 1982).

Como fue expuesto, desde 1976 en Colombia se conocia el papel que desempefan las
saponinas en la intoxicaciéon causada por Brachiaria spp., lastimosamente no hubo una
adecuada difusion de los resultados, al punto que la comunidad cientifica internacional
considera que los primeros aportes en la caracterizacion del compuesto responsable,

fueron hechos por investigadores australianos en 1985 (Riet-Correa et al., 2011).
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Figura 1.11. Condiciones que influyen en la produccién de metabolitos por parte de

las plantas. Tomada y modificado de Gobo-Netto y Lopes, 2007

En 1989, Brewer et al., analizaron la capacidad micotoxigénica de Pithomyces chartarum
aislado de 12 muestras de Brachiaria sp. proveniente de los departamentos de Meta y
Santander y de otras muestras de pasturas tomadas en Estados Unidos, Canada y Brasil
y concluyeron que el hongo distribuido ampliamente en América no produce
esporodesmina a pesar de la presentacion de fotosensibilizacion en los rumiantes que

ingieren estas pasturas (Brewer, Russel, Amaral, & Aycardi, 1989).

Tabla 1.3. Concentraciones toxicas de saponinas, nitratos y oxalatos solubles en

plantas y algunos factores que determinan su acumulacion.

Saponinas/sapogeninas* | Nitratos Oxalatos
solubles
Concentraciones Protodioscina: 2,36%!?! >10.000 ppm® >0,5% °

toxicas en plantas (con

base en materia seca) Diosgenina: 57 mg/kg, 144

mg/kg?

Edad de la planta Plantas jovenes? Jovenes © Jovenes de
rapido

Plantas adultas® . 9,10
crecimiento®

Inicio de lluvias® Transicion Sin informacién
Factores climaticos Alta temperatura, ﬁg\?igi seca a | disponible
humedad y pluviosidad*
Baja
luminosidad®
Brachiaria spp. en las | B. decumbens 2 B. radicans’ B. humidicola®
que se han reportado B. brizantha* B. mutica® B. decumbens!?

concentraciones
toxicas del compuesto

*Informacion registrada para Brachiaria spp. *Brum et al., 2007; ?Meagher et al., 1996; 3Brum et al., 2009;
“Moreira et al., 2009a; ° Riet-Correa et al., 2009; Casteel y Evans, 2004; "Lascano y Euclides, 1996; 8Diaz,
2010; °Cheeke, 1998; 1°Simpson et al., 2009; *Lazarides, 2002.
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De otra parte Trheebilcock y Montoya en 1980 analizaron la presencia de nitratos en
Brachiaria sp. presente en el departamento de Cérdoba, y confirman la mayor presencia
del compuesto en la época de transicién climética (época seca a época de lluvia), pero a
niveles que no se consideran toxicos (Trheebilcock & Montoya, 1980). Sin embargo, en
1981, se reporta un caso poblacional en el que 8 bovinos mueren tras el consumo de B.
mutica que acumuld concentraciones toxicas de nitrato en el municipio de La Dorada,

departamento de Caldas (Gonzélez, 1981).

En Colombia no hay registros con respecto a la concentracion de oxalatos presentes en
Brachiaria spp., sin embargo es frecuente observar signos compatibles con osteodistrofia
fibrosa en equinos del departamento de Meta que consumen B. humidicola, quiza por la
menor disponibilidad de calcio en la dieta, ocasionada por el atrapamiento que los oxalatos
de la pastura ejercen sobre este elemento.

En la regién oriental colombiana se desconoce si la principal graminea consumida por los
bovinos, Brachiaria spp., presenta concentraciones toxicas de compuestos asociados a
enfermedades en animales herbivoros. Adicionalmente, poco se sabe acerca de la
dindmica ambiental y propia de la planta que conduce a la variabilidad en la concentracién

de estas toxinas.

1.9. Caracteristicas fisicas de los Llanos Orientales de

Colombia

Los Llanos Orientales de Colombia abarcan 26 millones de hectéreas, que cuentan con
cinco grandes paisajes geomorfolégicos (piedemonte con aluviones recientes y terrazas
aluviales, altillanura mal drenada o inundable, altillanura bien drenada con serranias y
sabana disectada, andén orinocense y valles aluviales) y estan incluidos en los limites de
cuatro departamentos (Meta, Casanare, Arauca y Vichada) (Figura 1.12) (Viloria de la Hoz,
2009).

El piedemonte (que cuenta con aluviones recientes y terrazas aluviales) constituye la zona
contigua al sistema andino entre los 250 y 500 metros de altitud y con un nivel de fertilidad
mayor al resto de los otros sistemas orinocenses. La Orinoquia mal drenada o altillanura
mal drenada corresponde a las tierras de Arauca y Casanare, entre el piedemonte y la

margen izquierda del rio Meta, cuyas tierras tienen un bajo nivel de fertilidad, una altitud
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igual o menor a los 150 metros y se inundan en época de lluvia. La Orinoquia o altillanura
bien drenada, se encuentra al margen derecho (sur) del rio Meta y la conforman la
altillanura plana y la disectada (serrania o lomerios). La altillanura es una amplia franja de
terreno que se extiende entre los rios Meta y Vichada, con suelos de baja fertilidad cuya
altitud oscila entre los 150 y 250 metros. EI Andén Orinocense corresponde a una zona del
Vichada, con paisaje de sabana y de la selva amazonica (Viloria de la Hoz, 2009). Otra
zona claramente definida en el paisaje orinocence son las vegas de los rios que puede
presentarse en piedemonte o altillanura. Las vegas de los rios se caracterizan por poseer
suelos de alta fertilidad que eventualmente pueden inundarse ante la crecida de aguas de
una corriente fluvial cercana, son de destacar por su alto nivel productivo las vegas del rio
Ariari y las vegas del rio Meta. La Figura 1.13. sefiala las principales unidades fisiogréficas
de los Llanos Orientales de Colombia.

El régimen de lluvias de la region es bimodal, con un solo periodo entre abril y octubre, y
otro seco entre noviembre y marzo (Figura 1.14). La precipitacién anual de la Orinoquia
fluctia entre 1.500 y 2.500 mm. La temperatura promedio es de 26°C. En época lluviosa
la humedad relativa es mayor a 80% y en seca oscila entre 60 y 65% (Rippstein, Escobar,
& Motta, 2001).
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Figura 1.12. Departamentos que conforman la Orinoquia colombiana
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Figura 1.13. Mapa de principales unidades fisiogréaficas de la Orinoquia colombiana.
Tomado y modificado de Atlas de Colombia (IGAC, 2002).
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Figura 1.14. Precipitacién promedio en la Orinoquia colombiana, casco urbano
Villavicencio. Tomado de Atlas de Colombia (IGAC, 2002).
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En general, los suelos de la Orinoquia son de baja fertilidad, debido a la alta acidez y a los
niveles toxicos de hierro y aluminio; al ser estos suelos poco aptos para la agricultura, la
ganaderia extensiva se convierte en una alternativa de explotacibn que ha sido
desarrollada de manera tradicional y ha tenido una creciente tecnificacion en los ultimos
afos. De las actividades pecuarias desarrolladas en la Orinoquia, es la ganaderia la de
mayor importancia, el 21% del inventario bovino nacional se encuentra en los Llanos
Orientales; asi mismo el 14% del equino, el 5,0% del bufalino y el 5,0% del caprino y ovino
(ICA, 2016).

En el piedemonte y parte de la altillanura se ha incrementado la ganaderia de engorde y
la agricultura tecnificada (incluyendo pastos), mientras que la Orinoquia mal drenada es
una regién de ganaderia extensiva de cria y en el andén orinocense esta actividad se
desarrolla también de manera extensiva pero con una relacién muy baja de animales por
hectéarea (Viloria de la Hoz, 2009).

El sector agropecuario en Colombia tiene una participacién del 8,5% del PIB nacional, al
cual la ganaderia aporta un 1,7%. Asi mismo, esta actividad contribuye con el 20% del
PIB agropecuario y el 53% del PIB pecuario (DANE, 2015). Meta y Casanare estan dentro
de los seis departamentos con mayor nimero de cabezas de ganado, contando con

aproxi madamente 1°600.000 y 12900.000, respecti
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Capitul o 2

Estudi o etnobotanico de
de interés pecuario en

Orientales de Col ombi a

Resumen

En los Llanos Orientales de Colombia, regién caracterizada por su alta diversidad de flora
y humerosa poblacion bovina, ganaderos de 148 predios fueron encuestados con el fin de
gue compartieran su conocimiento empirico sobre las plantas que asociaban a toxicosis
en los animales y los efectos producidos por las mismas. Diecocho plantas fueron
reconocidas como toxicas por mas de dos encuestados, siendo el Enterolobium
cyclocarpum la mas frecuentemente identificada. Las familias de plantas y nimero de
especies asociadas a cada una, fueron Apocynaceae (cinco), Bignonaceae (tres),
Verbenaceae (dos), Sapindaceae (dos), Cyperaceae (una), Heliconaceae (una), Fabaceae
(una), Phytolaccaceae (una) y Solanaceae (una). Los efectos toxicos frecuentemente
reportados fueron muerte subita y fotosensibilizacién. La presentacion de lesiones
dérmicas compatibles con fotosensibilizacién fueron corroboradas en bovinos presentes
en el 86% de las fincas visitadas. Brachiaria spp., graminea que produce

fotosensibilizacion hepatdgena, se hall6 en el 93% de los predios incluidos en el estudio.

Palabras clave: Plantas tdxicas, bovinos, Llanos Orientales, Enterolobium cyclocarpum,

Brachiaria spp.
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2.1. Introduccién

La actividad ganadera en Colombia ocupa un importante sector de la economia, existiendo
en el pais una poblacion de 22,7 millones de bovinos (ICA, 2016). Estos animales son
levantados extensivamente en areas en las que, ademas de pasturas mejoradas, pueden
consumir plantas nativas. Puesto que Colombia es el segundo pais con mayor
biodiversidad de flora (Romero, Cabrera, & Ortiz, 2008), la intoxicacién con plantas es
mayor que en paises con menores recursos naturales. En los Llanos Orientales de
Colombia donde la ganaderia se practica de manera extensiva, han sido reportadas

pérdidas econdmicas significativas como consecuencia de toxicosis por plantas.

Las plantas toxicas pueden afectar de diversas maneras a los bovinos. Los signos clinicos
de las enfermedades que pueden causar incluyen pérdida de peso, anormalidades
gastrointestinales y neuromotoras, fotosensibilizacion, hemorragias, abortos y defectos en
el nacimiento, entre otros. Adicionalmente, puede presentarse muerte sUbita sin que
cursen signos clinicos (Tokarnia, Dobereiner, & Vargas, 2000). Estos signos han sido
atribuidos a varios compuestos téxicos, incluyendo nitratos, oxalatos, glicésidos
cianogénicos, glicosidos cardiacos, acido monofluoroacético, ptaquilésido, alcaloides, etc.
(Diaz, 2010; Frohne & Pfander, 2005).

Dado el gran nimero de plantas toxicas para los animales, es preciso agruparlas de
acuerdo a diversos criterios para facilitar su estudio; una manera de hacerlo es segun la

familia botanica a la que pertenecen (Tokarnia et al., 2000).

Dentro de esta clasificacion, la familia GRAMINEAE 0 POACEAE, a la que pertenecen los
pastos, principal fuente de alimentacion para la mayoria de animales herbivoros, tienen
relativamente pocas defensas quimicas comparadas con otras plantas. Algunas POACEAE
producen oxalatos solubles, nitratos, saponinas y glicésidos cianogénicos que pueden

afectar a los animales de produccién (Diaz, 2010).

Las pérdidas econbmicas ocasionadas por plantas toxicas en la ganaderia son
significativas. En Brasil, pais con una importante actividad ganadera, se calcula que
anualmente muere el 0,5% de la poblacién bovina por esta causa (Riet-Correa & Medeiros,
2001; Tokarnia, Dobereiner, & Peixoto, 2002). Ademas de la mortalidad de los animales,
existen otros factores que pueden generar pérdidas econdmicas por la intoxicacién con
plantas, entre los que se destacan reduccion en la ganancia de peso, disminucién en la

eficiencia reproductiva, gastos en el tratamiento de las intoxicaciones, restriccion del
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pastoreo y pérdida del forraje utilizable por la competencia directa con estas plantas
(Nielsen, 1988).

Para evitar el impacto negativo ocasionado por las plantas, es necesario reconocerlas y
asi iniciar un proceso de investigacion hasta confirmar su potencial toxico. El
descubrimiento de plantas sospechosas, puede hacerse a través de un levantamiento de
las especies botanicas en la region especifica (Tokarnia et al., 2000). Para lograr este
objetivo, es de gran utilidad la etnoboténica (encargada de estudiar la interaccién de los
grupos humanos con las plantas) y asi, el conocimiento popular sobre las especies
vegetales que pueden alterar la salud de seres humanos y animales, es una valiosa fuente
de informacién (AI-Qur a’ n,. A 2r@ves5de encuestas realizadas a productores
ganaderos, el presente estudio describe las plantas que son mas frecuentemente
reconocidas como toxicas por pobladores en los Llanos Orientales de Colombia, region
gue concentra el 21% de la poblacién bovina del pais.

2.2. Materiales y métodos

Este estudio fue conducido en los Llanos Orientales de Colombia, region natural de la
Orinoquia, especificamente en los departamentos de Meta y Casanare, donde se
concentra el mayor nimero de cabezas de ganado en la zona. Estos departamentos se
encuentran localizados entre los 1° 36' 52" a 6° 20' 45" latitud norte y los 69° 50' 28" a 74°
53' 57" longitud oeste, contando con un total de 48 municipios (29 en Meta y 19 en
Casanare), 35 de los cuales fueron incluidos en este estudio (Figura 2.1). Los municipios
pertenecientes a la region natural andina (El Calvario y San Juanito en Meta y La Salina,
Recetor, Sdcama, Tamara y Chameza en Casanare), aquellos con orden publico alterado
(La Macarena, La Uribe y Mapiripdn en Meta) y algunos municipios de piedemonte
(Cabuyaro, El Dorado y San Carlos de Guaroa, en Meta), cuya fisiografia fue ampliamente

tenida en cuenta en otras visitas, fueron excluidos del estudio.
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13

15
9
10
7
1- Acacias 11
2- Barranca de Upia 20 19 14 17
3- Cabuyaro 1
4- Nueva la Castilla
5- Cubarral 8
6- Cumaral 12 6
7- El calvario | 5
8- El Castillo ' 18 16
9- El Dorado I\' 215
10- Fuente de Oro | 53 2
11- Granada | S0 ¢ 3 1- Aguazul
12- Guamal | 6 2- Chameza
13- La Macarena | 28 3- Hato Corozal
14- La Uribe | . — 24 “l 19 4-LaSalina
15- Lejanias | 4 5- Mani
16- Mapiripan | 15 g 6- Monterrey
17- Mesetas | 11 26 7- Nunchfa
18- Puerto Concordia | 17 27 10 8- Orocué
19- Puerto Gaitdn l 20 16 10- Pore
20- Puerto Lleras | 14 11- Recetor
21- Puerto Lopéz 29 12- Sabanalarga
22- Puerto Rico 22 18 13- Sacama
23- Restrepo 14- San Luis de Palenque
24- San Carlos Guaroa 15-Tamara
25-San Juanito 16- Tauramena
26- San Martin 13 17-Trinidad
27- San Juan de Arama 18- Villanueva
19- Yopal

28-Villavicencio
29-Vista Hermosa

Figura 2.1. Region objeto de estudio. Niumeros azules: Municipios de Casanare
visitados. Numeros rojos: Municipios de Meta visitados. NUmero negros: Municipios

no incluidos en el estudio.

Durante seis meses (julio — octubre de 2009 y febrero — abril de 2010) un grupo de
profesionales entrenados (veterinarios y bidlogos) visitaron 148 fincas ganaderas que
cubrian un total de 69.607 Ha y en las que en conjunto habia un numero de 40.430 bovinos.
En cada predio se encuesto a la(s) persona(s) a cargo del manejo de los animales (entre
ellos, productores, ganaderos, veterinarios y zootecnistas), a quienes se les consulté

acerca de las plantas que reconocian como toxicas para el ganado y los efectos que éstas
generaban.

Las encuestas fueron aplicadas de acuerdo a un muestreo por proporciones (Ospina,
2001), donde la proporcién se pondera para cada una de las microrregiones que forman

parte del estudio y de esta manera abarcar el espectro geografico de la regién Orinocence
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dedicada a la ganaderia. Para hallar el nUmero minimo de predios que debian ser incluidos

en el estudio, se utilizé la siguiente formula:
n=(z*pq)/(Em)?

Z? : Cuantila de la distribucién normal estandar al 5%
pP=9g=05
(Em)? : Error del muestreo al cuadrado.

En el departamento de Meta se aplicaron 79 encuestas y en Casanare 69. Veinticuatro por
ciento de las visitas y encuestas fue realizado en la altillanura plana, 14% en la disectada,
17% en la llanura inundable, 24% en piedemonte y 21% en vegas de rios (valles aluviales).

Potreros representativos en cada finca fueron recorridos con el propdsito de buscar las
plantas mencionadas por los encuestados; igualmente se pregunt6 y se confirmé en la
visita técnica acerca del tipo de pasturas introducidas que consumian los animales. De
cada planta reconocida, fue colectado un espécimen y enviado para identificacion
taxondémica al Herbario Nacional Colombiano en donde reposa con su respectivo voucher;
las pasturas de interés fueron colectadas e identificadas por un experto en gramineas de
pastoreo (profesor Edgar Cardenas del Departamento de Produccién Animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria y de Zootecnia). Cuando la misma planta era reconocida en mas

de un predio, un profesional bi6logo especialista en botanica, confirmaba su identidad.

A un grupo de bovinos seleccionado al azar en cada finca, se le realiz6 examen clinico
sistemaético, haciendo énfasis en posibles signos atribuibles al consumo de plantas toxicas

(inspeccién de tegumento e higado — ictericia y aumento de la silueta hepéatica).

Con el propésito de dar mayor solidez al hecho de que las plantas fuesen reconocidas
como toxicas, sélo aquellas indicadas al menos en dos predios, fueron tenidas en

consideracion.

Los datos colectados fueron analizados empleando estadistica descriptiva. El porcentaje
de identificacidon se calcul6 segun el nimero de personas que identificd una planta como

toxica en particular, en relacion con el numero total de encuestas (148).



74

2.3. Resultados

De las 148 personas encuestadas, el 41% no reconocioé ninguna planta como téxica, el
25% sefialé una planta y el 44% entre 2 y 6 como causantes de posibles toxicosis en

bovinos.

Un total de 19 plantas fueron reconocidas como toxicas por mas de dos encuestados. La
Tabla 2.1 sefala el nombre comun de cada planta, los efectos asociados y el porcentaje
de identificacion La taxonomia, coordenadas de recoleccion y voucher de identificacion de

estas, se listan en la Tabla 2.2.

La planta mas frecuentemente identificada como toxica fue Enterolobium cyclocarpum
(Figura 2.2) siendo sefialada por el 29,1% de los encuestados. Los frutos de esta planta

son reconocidos como causa de fotosensibilizacion.

Las Figuras 2.3 a 2.7 corresponden a las plantas reconocidas, agrupadas por familias
botanicas. La Figura 2.8, muestra las plantas indicadas por los encuestados que
corresponden a diferentes familias botanicas.

El sindrome de muerte subita y la fotosensibilizacion fueron las manifestaciones mas
comunmente reportadas. Otros signos atribuidos al consumo de estas plantas fueron

fracturas frecuentes, postracion, timpanismo, signos nerviosos y debilidad muscular.

Las principales pasturas introducidas correspondieron a Brachiaria spp., graminea que se
encontré en el 93% de los predios visitados. Las especies de Brachiaria correspondieron
a B. decumbens (pasto amargo), B. brizantha (Toledo, Marandd) B. humidicola (pasto
dulce), B. dictyoneura (pasto llanero) y el hibrido B. ruziziensis x B. decumbens x B.
brizantha (pasto mulato Il). La Figura 2.9, sefiala el porcentaje de predios en el que se
encontraron estas gramineas. Otras pasturas presentes en menor proporcion en la regiéon
son Cynodon nlemfuensis (pasto estrella - en el 28% de los predios visitados), Andropogon
gayanus (pasto janeiro - en el 10% de los predios visitados) y Eriochloa polystachia (pasto

carimagua - en el 10% de los predios visitados).
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Tabla 2.1. Plantas identificadas como téxicas para bovinos por parte de la

poblacion encuestaday principales manifestaciones asociadas con su consumo

Nombre - Nombre Porcentaje Nimero de Manifestaciones
No. A Familia ! . encuestados :
cientifico comun (%) ¥ asociadas
1 Enterolobium Fotosensibilizacion
cyclocarpum FABACEAE Caracaro 29,1 43
Borrachero
Tabernaemontana arbustivo, -
2 siphilitica APOCYNACEAE  borrachero 12,8 19 Muerte stibita
negro
3 ]Ic\/larsdema rubro- APOCYNACEAE Bc_)rrachero 10,8 16 Signos nerviosos
usca rojo
4 Mesechites trifidus APOCYNACEAE Elgrr:?ghero 8,8 13 Muerte subita
5 Mandevilla trianae APOCYNACEAE Elgrr:?ghero 8,8 13 Muerte subita
Lantana S .
6 cujabensis VERBENACEAE  Mermelada 6,1 9 Fotosensibilizacion
Borrachero
Stemmadenia turma de o
! grandiflora APOCYNACEAE  perro, jazmin 6.1 9 Muerte stibita
malabar
Lulo de perro
Solanum : ' L
8 mammosum SOLANACEAE frlega platos, 4,1 6 Postracion
pepito
Heliconia L - .
9 latispatha HELICONACEAE  Heliconia 2,7 4 Debilidad 6sea
10 Adenocalymma Barbasco Signos nerviosos
purpurascens BIGNONACEAE ; 2,7 4
cuatro filos
11 Arrabidaea BIGNONACEAE Bejuco 2,7 4 Muerte subita
sceptrum mataganado
. . . Bejuco -
12  Mussatia prieurei  BIGNONACEAE 2,7 4 Muerte subita
mataganado
13 Serjania grandis = SAPINDACEAE _Rabo de 2,7 Postracion
iguana
14 Lantana maxima VERBENACEAE Mermelada 2,7 Fotosensibilizacion
Polygonum . . .
15 punctatum POLYGONACEAE Barbasco rojo 1.4 Signos nerviosos
16 Rhynchospora CYPERACEAE Tote, estrella 1.4 2 Fotosensibilizacion
nervosa
17  Paullinia alata SAPINDACEAE BEJU?O 14 2 Signos nerviosos
camandula
18 Petiveria alliacea PHYTOLACACEAE Anaml 1,4 2 Debilidad muscular

* Porcentaje de personas que identificé una planta como téxica en relacién con el nimero total de

encuestados (148).

TNUmero de encuestados sobre un total de 148.
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Tabla 2.2. Taxonomia de las plantas reconocidas, coordenadas de recoleccion y voucher de identificacion del Herbario Nacional Colombiano

Orden Familia Subfamilia Tribu Género Especie Coordenadas Voucher
Mandevilla trianae N: 3°10° 538413
APOCYNOIDEAE MESSECHITEAE W: 73°223’ 05
Mesechites trifidus N: 3° 52"’ 538408
W: 73°45’ 21
GENTIANALES APOCYNACEAE ASCLEPIADOIDEAE MARSDENIEAE Marsdenia rubro-fusca N:5° 08’ 37 . 6 544295
W: 70°54° 3
Stemmadenia grandiflora N:4° 45’ 53 . 6| 538318
RAUVOLFIOIDEAE TABERNAEMONTANEAE W: 72°20° 3
Tabernaemontana | siphilitica N:3°29° 700" 542832
W: 73°40° 4
Adenocalymma purpurascens | N:3° 11’ 20 6 ”| 544285
W: 737@'3° 1
LAMIALES BIGNONACEAE NP BIGNONIEAE Arrabidea sceptrum N:3°05° 20. 1| 545970
W: 73°43" 2
Mussatia prieurei N:3°05° 20. 1| 545281
W: 73°43° 2
cujabensis N:4°51° 55, 4 538323
MALVACEAE NP NP Lantana W: 72°49" 1
maxima N : 4°30° 6| 538322
W: 72°45° 0
PoALES CYPERACEAE NP NP Rhynchospora nervosa N:4°46° 19 . 5 538223
W: 73°00" 1
FABALES FABACEAE MIMOSOIDEAE INGEAE Enterolobium cyclocarpum N:5°38’ 48" 541757
W: 72°01° 2
ZINGIBERALES HELICONACEAE NP NP Heliconia latispatha N:3°32’ 978”7 538314
W: 74°03" 1
PHYTOLACACEAE | NP NP Petiveria alliacea N:5°34’ 87" 538230
CARYOPHYLLALES W: 72°01’ 8
POLYGONACEAE NP NP Polygonum punctatum N:4°30” 6 535226
W: 72°45° 0
Paullinia alata w 3° 37’ 9| 538320
SAPINDALES SAPINDACEAE SAPINDOIDEAE PAULLINIEAE N 73° 44°
Serjania grandis N:5°38’ 22. 7 541758
W: 72°00° 4
SOLANALES SOLANACEAE SOLANOIDEAE SOLANEAE Solanum mammosum N:5°38’ 22. 7 539584
W: 72°48"’ 2

NP: No propuesto
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Figura 2.2. Enterolobium cyclocarpum (FABACEAE) (A), la planta con mayor
reconocimiento como toxica (29,1% de los encuestados). Frutos del E.
cyclocarpum, causantes de toxicosis (B).
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Figura 2.3. Plantas reconocidas como toxicas pertenecientes a la familia
APOCYNACEAE. Tribu MESSECHITEAE (A,B) y MARSDENIEAE (C). A. Mandevilla trianae
B. Marsdenia rubro-fusca C. Messechites trifidus
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Figura 2.4. Plantas reconocidas como toxicas pertenecientes a la familia
APOCYNACEAE. Tribu TABERNAEMONTANA A. Stemmadenia grandiflora B.
Tabernaemontana siphilitica.
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Figura 2.5. Plantas reconocidas como téxicas pertenecientes a la familia
BIGNONACEAE. A. Adenocalymma purpurascens; B. Arrabidaea sceptrum; C.
Mussatia prieurei
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Figura 2.6. Plantas reconocidas como toxicas pertenecientes a la familia
SAPINDACEAE. A. Paullinia alata; B. Serjania grandis.
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Figura 2.7. Plantas reconocidas como toxicas pertenecientes a la familia
VERBENACEAE. A. Lantana cujabensis; B. Lantana maxima
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Figura 2.8. Plantas reconocidas como toxicas pertenecientes a diferentes familias
A. CYPERACEAE - Rynchospora nervosa; B. HELICONIACEAE - Heliconia latispatha;
C. PETIVERIACEAE - Petiveria alliacea; D. POLIGONACEAE - Poliygonum punctatum; E.
SOLANACEAE — Solanum mammosum.
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Brachiaria spp. B. decumbens B. humidicola B. dyctioneura B. brizantha Hibrido*

0%

Figura 2.9. Pasturas de Brachiaria spp. en laregiéon y porcentaje de fincas en las que

estaban presentes. *B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha (pasto mulato Il).

En los bovinos a los que se les practico el examen clinico se encontraron desde lesiones
dérmicas agudas hasta cicatrices en piel con zonas alopécicas que indicaban una lesién
previa (Figura 2.10). Lesiones de este tipo fueron registradas en el 86% de los predios
visitados. Al indagar a los encuestados por la supuesta causa de estas alteraciones, todos
indicaron que se trataba del denominado

se conoce a la fotosensibilizacion en la region.

ma |
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Figura 2.10. A. Lesiones dérmicas agudas en bovinos. B. Lesiones dérmicas
cicatrizadas.
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2.4. Discusion de resultados

Al definir una planta como toxica para los animales, debe considerarse gque la intoxicaciéon
ocurra de manera natural y que esta pueda ser reproducida en condiciones experimentales
en la especie involucrada (Diaz, 2010; Tokarnia et al., 2000). Por lo tanto, antes de atribuir
actividad toxicolégica a una planta debe hacerse una cuidadosa evaluacion. De las 18
plantas identificadas empiricamente como toxicas para el ganado en este estudio, la
toxicosis ha sido reproducida exitosamente de manera experimental en bovinos con E.
cyclocarpum y P. alliacea con las que se han demostrado los signos sefialados por la
poblacién encuestada, fotosensibilizacion y debilidad muscular, respectivamente (Nufiez,
Vanegas-Diaz, Torres-Games, 1983; Negron, Parra, Avila, & Hoet, 2001).

De acuerdo a la clasificacion taxonémica, la familia botanica con el mayor nimero de
especies fue APOCYNACEAE, a la que pertenecian las plantas mas reconocidas como
toxicas después de E. cyclocarpum (FABACEAE). Dentro de las especies de APOCYNACEAE
Stemmadenia grandiflora, Tabernaemontana siphilitica (syn. Bonafousia tetrastachya),
Mandevilla sp. y Mesechites trifidus, han sido previamente reportadas por los ganaderos
como causantes de toxicosis en bovinos, asociandose su consumo principalmente con
signos nerviosos y muerte (Vargas, Quifidbnez, & Parra, 1998; Velasquez, 1999). Sin
embargo no hay reportes que describan en detalle el cuadro clinico asociado a su

consumo, bien sea de manera natural o experimental.

Algunas APOCYNACEAE, entre ellas Nerium oleander, Thevetia peruviana y Asclepias
curassavica son conocidas por contener glicésidos cardiacos que pueden causar muerte
rapida en humanos y animales (Bandara, Weinstein, White, & Eddleston, 2010; Barbosa,
Fontenele-Neto, & Soto-Blanco, 2008), y su presencia ha sido documentada en Colombia
(Diaz, 2010). Igualmente, plantas de los géneros Stemmadenia y Tabernaemontana han
sido reportadas por contener alcaloides tipo indol que pueden ser toxicos (Torrenegra,
Pedrozo, Achenbach, & Bauereil3, 1988; Upmanyu, Dvivedi, & Saxena, 2009; Van Beek,
Verpoorte, Svendsen, Leeuwenberg, & Bisset, 1984). Es necesario investigar la identidad
de los metabolitos presentes en las especies de APOCYNACEAE aqui sefialadas, asi como

realizar estudios para determinar los efectos toxicos de estas plantas en bovinos.

En la presente investigacion Arrabideae sceptrum fue reconocida como causante de
muerte subita. Aunque no hay estudios cientificos que reporten que esta especie en

particular es toxica, a otras especies de este género (A. bilabiata y A. japurensis) se les ha
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atribuido el mismo efecto sobre bovinos (Tokarnia et al., 2002). Adicionalmente, A. bilabiata
contiene acido monofluoroacético (Krebs, Kemmerling, & Habermehi, 1994), sustancia
altamente téxica que bloquea el ciclo del acido citrico y produce muerte rapida (Diaz,
2010). Es posible que A. sceptrum contenga el mismo compuesto toxico de A. bilabiata, lo

cual, sin embargo, esta por demostrarse.

Lantana maxima y L. cujabensis son especies sin reporte de implicaciones toxicoldgicas;
sin embargo otras especies de este género (L. cAmara, L. glutinosa) contienen lantadenos,
compuestos que pueden causar enfermedad hepética (Diaz, 2010). Los lantadenos
afectan la excrecion biliar de compuestos fotoactivos y causan fotosensibilizacion
secundaria (Sharma, Sharma, Pattabhi, Mahato, & Sharma, 2007) efecto que ha sido
atribuido a Lantana spp., género aqui reportado.

Paullinia alata pertenece a un género de plantas conocido por su contenido de
metilxantinas (cafeina, teobromina y teofilina) (Carlson & Thompson, 1998). Otro miembro
de este género incluye Paullinia cupana (guarana), que es usada en la produccion de
bebidas energizantes (Carlini, 2003). Es posible que los signhos nerviosos atribuidos por los
encuestados a P. alata sean el resultado de la estimulacion del sistema nervioso central

causado por este tipo de compuestos.

Basado en los usos etnobotanicos de algunas plantas, varios autores han identificado
actividad farmacol6gica asociada a ellas. Este es el caso de Solanum mammosum usada
en el tratamiento de enfermedad respiratoria debido a su capacidad antimicrobiana
(Caceres, Alvarez, Ovando, & Samayoa, 1991), Heliconia latispatha, que es efectiva en el
tratamiento de mordeduras de serpientes por su comprobado efecto hemolitico que
contrarresta los efectos del veneno de Bothrops asper (Perefiez et al., 2008) y Arrabideae
sceptrum, que tiene efecto antiinflamatorio asi como actividad antiviral (Brandéao et al.,
2010).

Los metabolitos de las plantas pueden ser usados como tratamientos efectivos para
algunas enfermedades (Molyneux, Lee, Gardner, Panter, & James, 2007). Por ejemplo,
Polygonum punctatum, reconocida como toxica en este estudio, tiene actividad antifungica
gue ha sido atribuida al polygodial, un aldehido presente en esta especie (Alves, Ribeiro,
Kloos, & Zani, 2001). Las plantas téxicas son ademas fuente de nuevos medicamentos y
por lo tanto el conocimiento general suministrado por la comunidad es muy Util para disefiar

futuros estudios relacionados con el descubrimiento de nuevas moléculas con interés
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farmacolégico. Para algunas plantas aqui descritas (Marsdenia rubrofusca,
Adenocalymma purpurascens y Serjania grandis), no se ha investigado el tipo de
compuestos quimicos que contienen ni los efectos fisiolégicos que pueden causar, lo cual
soporta la necesidad de realizar estudios de elucidacion estructural y farmacoldgicos

apropiados.

Teniendo en cuenta los signos y lesiones asociados con las plantas aqui registradas, la
muerte subita y la fotosensibilizacién fueron los méas reportados por los encuestados. La
muerte sUbita es una muerte clinicamente inexplicable que ocurre rdpidamente (dentro de
12 a 24 horas) durante la actividad normal en animales aparentemente sanos sin historia
de enfermedad significativa (Smith, 2009). Los nitratos, los glicésidos cianogénicos, los
glicosidos cardiacos, el acido monofluoroacético y ciertos alcaloides son algunas de las
moléculas que la pueden causar (Knight & Walter, 2001; Tokarnia et al., 2000). Es
importante evaluar la potencial presencia de estas toxinas en las plantas reportadas como

causantes de muerte subita.

La fotosensibilizacion fue frecuentemente reportada por la poblacién encuestada y signos
compatibles fueron corroborados por los investigadores de campo en el 85% de las fincas
visitadas. Las plantas reconocidas por los encuestados como causantes de esta condicion
fueron Enterolobium cyclocarpum, Rhynchospora nervosa y Lantana spp. Sin embargo, es
importante resaltar que Brachiaria spp. es encontrada abundantemente en el area
estudiada. Esta pastura, consumida por los bovinos de la region, es reconocida por causar
fotosensibilizacion secundaria a dafio hepatico (Diaz, 2010). En este estudio el 93% de
las fincas tenian pasturas de Brachiaria, graminea que contiene saponinas esteroidales
responsables de lesiones hepéticas que conducen a fotosensibilizacion (Riet-Correa et al.
2011). Es esencial investigar cudl es la causa de las lesiones dérmicas en los bovinos
presentes en la zona para identificar la contribucion real de Enterolobium cyclocarpum,

Rhynchospora nervosa, Lantana spp. y Brachiaria spp. a esta condicion.

Los estudios en plantas téxicas en Colombia, un pais con una de la mas alta biodiversidad
de flora en el mundo, son escasos. Se reportan cerca de 150 especies potencialmente
toxicas que comprenden un centenar de géneros y 34 familias botanicas (Diaz, 2010). Sin
embargo, hay un gran nimero de plantas que permanecen sin ser estudiadas y que
pueden aportar a esta problematica. El presente estudio contribuy6 al conocimiento acerca
de la flora toxica de los Llanos Orientales de Colombia, donde se concentra el 21% de la

poblacidon ganadera. La identificacion de las plantas tdxicas propias de cada region, ayuda
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a disminuir el impacto econdmico que generan en la ganaderia. Es esencial realizar
estudios para confirmar la informacion etnobotanica haciendo uso de modelos
experimentales apropiados (rumiantes), ademas de determinar la identidad de los
compuestos potencialmente téxicos, empleando espectrometria de masas y NMR.
Adicionalmente, estas plantas podrian contener sustancias de interés farmacolégico con

aplicaciones potenciales en el tratamiento de enfermedades.
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Capitul o 3

Presencia de agentes f ol
enBrachspmpi aprocedente d

LIl anos @rsi addret £lol ombi a

Resumen

A pasturas de Brachiaria spp. establecidas en piedemonte y vega del rio Ariari, dos regiones
fisiograficas caracteristicas de los Llanos Orientales de Colombia, se les determiné a los 14 y 28
dias post-corte y bajo condiciones climaticas diferentes el contenido de agentes fotosensibilizates:
esporas de Pithomyces chartarum y concentracion de la saponina protodioscina y la sapogenina
diosgenina. Las esporas del hongo fueron halladas en el 5% de las muestras en recuentos inferiores
a 100.000/g (entre 5.000 y 10.000 por gramo), indicando escasa probabilidad de contaminacién con
esporodesmina. Los niveles de protodioscina y diosgenina respondieron a una interaccién entre
especie, edad post-corte y época de muestreo. En B. dictyoneura y B. humidicola se registraron
niveles de protodioscina por debajo del limite de cuantificacion y los mas bajos niveles de
diosgenina. En B. decumbens y el hibrido, y en menor proporcion en B. brizantha, la protodioscina
fue superior al 1%, sugerido como el nivel minimo toxico. A pesar de que fue B. decumbens la
especie que en casi todos los muestreos presentd mayores concentraciones promedio de
protodioscina y diosgenina, el hibrido, pastura en la que por primera vez se estudian estos
compuestos, tuvo los més altos niveles. Condiciones climéticas de sequia favorecen la
concentracién de protodioscina en B. decumbens (en vega de rio) y en el hibrido (en piedemonte).
Por el contrario la concentracion de diosgenina se ve influenciada por el clima lluvioso. Teniendo en
cuenta que son varias las saponinas que pueden contener diosgenina en braquiaria y que la
sapogenina es el metabolito directamente implicado en la toxicosis (posterior a su saturacion,
epimerizacion y conjugacion con acido glucurdnico), seria relevante considerarlo para predecir el

riesgo de intoxicacion en los animales.

Palabras clave: Brachiaria spp., diosgenina, protodioscina, fotosensibilizacion, Pithomyces

chartarum
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3.1. Introduccioén

De las casi 23'000.000 de cabezas de ganado presentes en Colombia, el 21% se encuentra
en los Llanos Orientales en los departamentos de Meta y Casanare (ICA, 2016), en donde
se estima que el 33% del area destinada a la bovinocultura tiene presencia de pastos
mejorados, principalmente braquiaria (Pulido et al., 2002). Las especies de Brachiaria mas
abundantes en la region son B. decumbens, B. brizantha, B. dictyoneura, B. humidicola y

el hibrido B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha (Lozano, Doncel, & Moreno, 2011).

A pesar de su alta presencia en regiones tropicales de todo el mundo donde es
frecuentemente empleada como pastura para alimentar animales herbivoros, varias
especies de Brachiaria han sido causa de intoxicacion; la mas comun ocasionada por
saponinas esteroidales que conducen a lesién hepatobiliar y fotosensibilizacion (Diaz,
2010).

Las saponinas esteroidales son glicésidos, en los que la aglicona, denominada
sapogenina, se une a uno, dos o tres carbohidratos. Las principales saponinas aisladas de
Brachiaria spp. son protodioscina y dioscina (Figura 3.1) (Brum, Haraguchi, Lemos, Riet-
Correa, & Fioravanti, 2007; Cruz, Driemeier, Pires, Colodel, & Daketa, 2000; Cruz,
Driemeier, Pires, & Schenkel, 2001; Meagher, Wilkins, Miles, & Fagliari, 1996).

(0]

a- L-ramnosa b- D-glucosa

b- D-glucosa——Q'
a- L-ramnosa a- L-ramnosa
b- D-glucosa——Q"
a- L-ramnosa

A B

Figura 3.1. Saponinas presentes en plantas del género Brachiaria. Dioscina (A).

Protodioscina (B).
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En el rumen las saponinas consumidas en la braquiaria se hidrolizan generando
diosgenina, molécula que se transforma a esmilagenina y esta a su vez a epismilagenina
(Figura 3.2) que se combina con &cido glucuroénico en el higado. Este conjugado altamente
litogénico se deposita en canaliculos originando lesion hepatica y obstruccién en el flujo
biliar. De esta manera, la filoeritrina fotoactiva procedente de la clorofila presente en las
plantas consumidas por los animales, entra en circulacién y ocasiona las lesiones dérmicas
(Miles et al., 1992, 1993).

A

Figura 3.2. Diosgenina (A) y sus metabolitos en el rumen: esmilagenina (B) vy
epismilagenina (C).

Aunque tradicionalmente la protodiosciona ha sido empleada como biomarcador de
exposicion a saponinas esteroidales (Riet-Correa et al., 2011), la diosgenina representa
importancia teniendo en cuenta su destino en el metabolismo ruminal y la presencia de

otras saponinas que la pueden contener como sapogenina.

Ademas de las saponinas esteroidales presentes en Brachiaria, otro compuesto asociado
a la graminea que puede generar fotosensibilizacién es la esporodesmina (Figura 3.3),
micotoxina producida por el hongo Pithomyces chartarum. Este es un hongo sapréfito que
puede contaminar diferentes géneros de la familia POACEAE y producir la toxina bajo ciertas
condiciones (material vegetal muerto en el suelo con temperatura entre 20 a 25 °C -y
humedad -cercana al 100%) (Tokarnia, Dobereiner, & Vargas, 2000). La intoxicacion por
esporodesmina es comun en Nueva Zelanda en donde constituye el agente etioldgico del
eczema facial ovino, enfermedad producida por el consumo de pasturas (Lolium perenne)

contaminadas con el hongo (Di Menna et al., 2009)
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Figura 3.3. Estructura quimica de la esporodesmina

La esporodesmina causa fotosensibilizacién hepatdégena asociada a colangitis obstructiva,
sin embargo no todas las cepas del hongo cuentan con la capacidad para producirla
(Brewer, Russel, Amaral, & Aycardi, 1989). A pesar de ello, se considera que recuentos de
P. chartarum superiores a 100.000 esporas por gramo son peligrosos y podrian alertar
sobre la posible produccion de la esporodesmina por parte del hongo (Di Menna, Smith, &
Miles, 2009).

La fotosensibilizacién hepatégena ligada al consumo de Brachiaria spp., ocurre de manera
esporadica, reconociéndose algunos factores que influyen en su presentacion. Los
rumiantes jovenes son mas susceptibles y los bovinos mas resistentes que los ovinos (Riet-
Correa, Pfister, Schild, & Panter, 2009). El contacto por primera vez con la graminea, hace
gue los animales sean mas sensibles a la toxicosis (Saturnino et al., 2010); asi como el
comienzo de la temporada de lluvia (Riet-Correa et al., 2009). Se presume igualmente,
que el contenido de saponinas en las plantas es fluctuante (Mysterud, Flagyen, Loader, &
Wilkins, 2007), influyendo en su concentracion algunos factores como edad de la planta,

pluviosidad, temperatura ambiental y humedad relativa (Riet-Correa et al., 2011).

El metabolismo de las plantas y la produccion de compuestos por parte de las mismas,
esta altamente influenciado por las condiciones climaticas en las cuales se encuentren,
reconociéndose para muchas sustancias su dinamica de produccion vegetal (Yang, Lu, &
Hwang, 2003).

L a fotosensibilizaci ader &a™onociaal caeamberdtpe’,

frecuente en los Llanos Orientales que ha sido cominmente atribuida por los ganaderos
a la ingestion de plantas (Lozano et al., 2011). Se desconoce si la principal graminea
consumida por los bovinos en los Llanos Orientales de Colombia, Brachiaria spp., contiene

saponinas esteroidales o esporodesmina que puedan asociarse a fotosensibilizacion.
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Adicionalmente, poco se sabe acerca de la dinAmica ambiental y propia de la planta que
conduce a la variabilidad en la concentracion de estos agentes.

Este capitulo tiene como objetivo cuantificar en las principales especies de Brachiaria
establecidas en los Llanos Orientales el contenido de protodioscina y diosgenina como
indicadores de la presencia de saponinas esteroidales, al igual que el contenido de esporas
de Pithomyces chartarum para indirectamente reconocer la presencia de esporodesmina.
Igualmente pretende relacionar la presencia y concentracion de estos agentes con especie

y tiempo post-corte de la graminea, asi como con lugar y época de recoleccion.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Region de estudio

De los cuatro departamentos que conforman la Orinoquia, es el Meta el de mayor
tecnificacion en la actividad pecuaria, o que ha llevado a la introduccién de pasturas
mejoradas. El paisaje de Meta esta formado por el piedemonte, los valles aluviales de
reciente formacion ubicados en las vegas de los rios y la llanura bien drenada o altillanura,
en donde la introduccion de pasturas mejoradas ha sido mas restringida dada su escasa
fertilidad (Pulido et al., 2002).

Climatol6gicamente la regidn se caracteriza por una pluviosidad que supera los 3.000
mm/afio. La época lluviosa comprende 8 meses, de abril a noviembre y la seca va de
diciembre a marzo. La temperatura promedio es de 26°C. En época lluviosa la humedad
relativa es mayor a 80% y en seca oscila entre 60 y 65% (Rippstein, Escobar, & Motta,
2001).

A partir de un estudio previo fueron seleccionadas dos fincas con pasturas establecidas de
la principales braquiarias presentes en la Orinoquia (B. brizantha, B. decumbens, B.
dictyoneura, B. humidicola, y el hibrido B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha). Las
fincas fueron,La Li bert ad, perteneciente a CORPOI CA (
W) ubicada en la vereda Apiay del municipio de Villavicencio con caracteristicas
fisiograficas de piedemonte y suelos de terrazay La Marina (lat: 3, 0 ° 3, 7' l ong: 73,

ubicada en la vereda La Reforma del municipio de San Martin de los Llanos a orillas del
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rio Ariari, con caracteristicas fisiograficas de valle aluvial. En estos terrenos previamente

habian sido reportados problemas de fotosensibilizacion en bovinos.

3.2.2. Muestreo

En cada finca, las cinco especies de Brachiaria spp. fueron recolectadas en cuatro
diferentes épocas del afo seleccionadas de acuerdo al comportamiento climatolégico

histérico de la regién: 1) transicién época seca a época de lluvia o inicio de lluvias (abril

2012) ; 2) Il luvias (junio 2012); 3) 'l uvi

(octubre 2012) y 4) seca (febrero 2013). La informacion climatolégica (temperatura,
humedad relativa, precipitacion y brillo solar) para cada punto y periodo de muestreo fue
obtenida de estaciones meteorolégicas del Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
Ambientales - IDEAM. Para la finca La Libertad ubicada en la region de piedemonte, la
informacion se obtuvo de la estacion con el mismo nombre (codigo 3502027), presente en
el predio; para la finca La Marina, en terrenos de vega del rio Ariari, la informacién se
obtuvo de la estacion Barbascal-San Martin de | os LIl anos,
73, 0° 2@4digo 3501%05).

Fueron muestreadas pasturas en rotacion, segun el esquema establecido en la zona,
consistente en rotar o introducir los bovinos a potreros que permanecen libres de animales
por un periodo aproximado de 28 dias. Se recolect6 el material vegetal segun las fases de
crecimiento de la pastura previo al periodo reproductivo; a los 14 dias (crecimiento rapido)
y a los 28 dias (crecimiento lento) después de haber iniciado el periodo de descanso. Tres
puntos representativos en cada potrero con un area de 1 m? fueron seleccionados,
cortando las gramineas a la altura que la consumen los animales (2/3 distales) y

muestreando los mismos puntos en cada ocasion.

Todas las muestras fueron enviadas a la Universidad Nacional de Colombia, Facultad de
Medicina Veterinaria y de Zootecnia, sede Bogotad donde fueron secadas en horno a
temperatura de 60°C por un periodo de 48 horas y analizadas por separado para detectar
y cuantificar protodioscina, diosgenina y establecer recuento de esporas de Pithomyces

chartarum.

Met a
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3.2.3. Determinacion y cuantificacion de protodioscina

El protocolo de extraccion fue tomado y modificado de Lima, Haraguchi, Pfister,
Guimaraes, & Diogo (2012). A un gramo del material vegetal seco y molido se le
adicionaron 15 mL de acetonitrilo:H.O 50:50 sometiéndolo a ultrasonido por media hora,
posteriormente se centrifugd (700 g x 5 minutos) y se recuperd el disolvente. Este
procedimiento se repitié dos veces mas, adicionando 10 mL de la mezcla acetonitrilo:H.O
en cada ocasion. Los extractos obtenidos en cada repeticion se reunieron y llevaron a
volumen de 50 mL en balon volumétrico. Una fraccion del extracto fue filtrada a través de
una membrana de 0,45 pm y diluida 1:4 con acetonitrilo:H>O 50:50, posteriormente 2 pL
fueron inyectados en HPLC.

Las condiciones cromatogréaficas fueron tomadas y modificadas levemente a partir de las
descritas por Lee, Yoo, & Patil, (2010). El equipo HPLC (Shimadzu Scientific Instruments
— Columbia, Maryland,USA) estaba equipado con un desgasificador DGU-20A3, una
bomba LC-20AB, un automuestreador SIL-20A HT, un horno para la columna CTO-20Ay
un detector UVvis SPD-2 0 AV, todo controlado a travé
separacion fue desarrollada con una columna Spherisorb ODS-2 (5 ym, 150 x 4,6 mm,
Alltech) con precolumna GRACE Alltech Spherisorb 7,5 x 4,6 mm ODS 2,5 um. La fase
movil consisti6 en un gradiente acetonitrilo:H-O (el agua fue acidificada con HsPO, al
0,5%), iniciando con 5% de acetonitrilo y llevandolo al 100% en 20 minutos, permaneciendo
en esta concentracion por 5 minutos mas y reequilibrando al 5% durante otros 5 minutos.
El flujo fue de 1 mL/min y la protodioscina fue detectada a 210 nm. Bajo estas condiciones
el tiempo de retencién del estandar comercial de la protodioscina (ChromaDex — Irvine,
Calif, U.S.A.), con el cual se compararon los cromatogramas de las muestras, fue de 9,2
minutos (Figura 3.4). Se establecio la linealidad en la respuesta del analito con
concentraciones de 10; 25; 100; 200; 400; 500; 600; 800 y 1000 pg/mL, determinandose
un CV (coeficiente de variacién) del 5,1% para los factores de respuesta de estos niveles.
El limite de deteccién calculado fue de 2,8 pg/mL y el de cuantificacién de 8,3 pg/mL,
equivalentes a una concentracion en muestra de 0,05% y 0,16%, respectivamente. Estos
valores fueron obtenidos segun EPA 40 CRF Parte 136, Apéndice B (EPA, 2011).

del
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Figura 3.4. Cromatogramas de protodioscina. Solucién estandar de 500 ug/mL (A).
Muestra de B. decumbens positiva a protodioscina, concentracion en vial de 115

pg/mL, equivalente en muestra a 2,22% (B). Volumen de inyeccion 2 L.

3.2.4. Determinacion y cuantificacion de diosgenina

El protocolo de extraccion y andlisis de diosgenina fue tomado de Taylor et al. (2000) con
modificaciones. Fueron pesados 100 mg de material vegetal seco y molido (60° C por 2
horas) en un tubo de polipropileno de 15 mL a los que se adicionaron 5 mL de etanol al
80%. La mezcla fue sometida a ultrasonido durante 2 horas a temperatura ambiente, tras
lo cual se permitié su enfriamiento y se centrifugd por 5 minutos a 700 g. El sobrenadante

se transfiri6 a un tubo de ensayo con pipeta de vidrio y se evaporé bajo vacio a 43°C. El
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pellet fue disuelto con 2 mL de 2-propanol al 70% que contenia &cido sulfurico 1 M usando

vortex.

Posteriormente la mezcla se calentd por 2 horas a 100°C para que ocurriese la hidrdlisis
de la saponina. Una vez se enfrio, se adicionaron 3 mL de agua destilada deionizada. En
tres ocasiones se hizo una extraccion con 2 mL de metil terbutil éter (MBE), usando vortex
y siempre recuperando la fase organica. Los extractos de MBE se combinaron y se lavaron
dos veces con 1 mL de hidréxido de sodio 1M y una vez con agua, conservando la fraccion
organica. Finalmente los extractos fueron transferidos a columnas de sulfato de magnesio
anhidro (preparadas previamente en pipetas pasteur con lana de algodén en la punta y
lavadas con MBE), con el fin de secarlos; el filtrado fue evaporado y redisuelto en tolueno
(Taylor, Elder, Chang, & Richards, 2000).

La deteccion y cuantificacion de diosgenina se hizo a través de cromatografia de gases
empleando un equipo Shimadzu GC-14A Gas Chromatograph (Shimadzu Scientific
Instruments, Columbia, MD, USA) equipado con un detector de ionizacién en llama (GC-
FID). Las condiciones cromatogréficas fueron: puerto de inyeccién split/splitless (modo
splitless) operado a 250°C y equipado con una camara de evaporacién recubierta en vidrio
silanizado, 2 pL de la muestra fue inyectada directamente (30 s) a una temperatura inicial
del horno de 200°C, después de un minuto la temperatura subié 10°C/min hasta alcanzar
270°C y luego a 1°C/min hasta 290°C. El gas transportador fue helio con una constante de
flujo de 2 mL/min. Se emple6 como fase estacionaria una columna capilar fundida con
silice (Agilent J&W, fase estacionaria HP 5 — 5% difenil 95%dimetil polisiloxano- 30 m x
0,320 mm x 0,25 um). Bajo estas condiciones el tiempo de retencion del estdndar comercial
de diosgenina (Sigma-Aldrich), con el cual se compararon los cromatogramas de las
muestras, fue de 17,3 minutos (Figura 3.5). La curva de calibracion fue elaborada a partir
de soluciones stock de diosgenina con concentraciones de 0, 10, 25, 50, 100, 500, 750 y
1000 pg/mL determinandose un CV del 9,1% para los factores de respuesta y un
porcentaje de recuperacion del 65,5%, multiplicandose de esta manera los resultados
obtenidos por un factor de correccion de 1,53. El limite de deteccion fue de 0,2 pg/mLy el
de cuantificacién de 0,6 pg/mL, cuya equivalencia en muestra correspondié a 2 y 6 ug/g,
respectivamente. Estos valores fueron obtenidos segun EPA 40 CRF Parte 136, Apéndice
B (EPA, 2011).
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Figura 3.5. Cromatogramas de diosgenina (GC-FID). Solucién estandar de 100 pg/mL
(A). Muestra de B. decumbens positiva a diosgenina, concentracion en vial de 13

pg/mL, equivalente en muestra a 132 ug/g (B). Volumen de inyeccidn 2 pL.

Para confirmar la identidad de la diosgenina se desarroll6 un analisis de varias
muestras y del estandar a través de GC-MS. El espectro de masas fue obtenido en
un equipo Thermo Scientific TRACE serie 1300 GC conectado a un detector tipo
cuadrupolo simple ISQ QD, equipado con un automuestreador AL1310 (Thermo,
Massachusetts, USA) en modo de inyeccion liquido. Las condiciones
cromatograficas usadas fueron las mismas empleadas en GC-FID. Las condiciones
MS fueron modo de escaneo completo (m/z 100 — 500); tiempo de permanencia

0,2 segundos en modo de ionizacion electronica; energia de ionizacion de 70 eV;
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temperatura de la fuente de iones 230°C; temperatura de interface de 28 °C. La

evaluacion de los datos sedesarroll6 empleando el software Chromeleon ® 7

Chromatography Data System version 7.2.2.6394 con una libreria NIST 2007. La

identidad de la diosgenina fue confirmada comparando el patrén de fragmentacion

de la diosgenina en los extractos de la muestra con el estandar (m/z 282, 139, 91,

69 y 5) (Figura 3.6).

[=]
L

§ 8

Figura 3.6. Cromatogramas de diosgenina y espectros de masas (GC-MS). Soluci6n

estandar de 100 pg/mL (A, B). Muestra de B. ruzizienzis x B. decumbens x B.

brizantha (C, D) positiva a diosgenina, concentracién en vial de 21 ug/mL,

equivalente en muestra a 213 ug/g (B). Volumen de inyeccién 1 L.
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3.2.5. Recuento e esporas de Pithomyces chartarum

Aproximadamente 10 g de pasto seco fueron depositados en una bolsa plastica a la que
se le agregaron 10 mL (1 mL por cada g de pasto) de Tween 20 al 0,05%. Posteriormente
la bolsa y su contenido fueron masajeados cada 10 segundos durante un minuto con el
proposito de suspender las esporas que potencialmente estuviesen presentes en la
pastura. Una alicuota de la solucién fue depositada en camara hemocitométrica y se
contaron las esporas de Pithomyces chartarum en 2 mm?3; cada espora reportada indicaba
la presencia de 5.000/g de pastura en peso seco. Estas esporas son facilmente
reconocibles, asemejandose a una granada de mano y pueden ser cafés cuando estan
maduras (Figura 3.7) o verdes cuando estan en desarrollo (Collin, Odriozola, & Towers,
1998; DiMenna & Bailey, 1973).

Figura 3.7. Esporas de Pithomyces chartarum. Tomado de: Da Cunha et al., 2014.

3.2.6. Andlisis estadistico

Para cada una de las unidades fisiograficas (piedemonte y vega del rio Ariari) la
concentracion de protodioscina y diosgenina presente en Brachiaria spp. fue analizada a
través de un modelo factorial completamente al azar 5*4*2 correspondiente a cinco
especies de braquiaria (B. brizantha, B. decumbens, B. dictyoneura, B. humidicola y el
hibrido - B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha), cuatro épocas climaticas (transicion
o inicio de lluvias, lluvias, lluvias ligeras y seca) y dos edades posteriores al inicio del
descanso de la pastura (14 y 28 dias post-corte). Este disefio se empled con el fin de
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determinar los factores (especie, época del afio y estado de desarrollo) de mayor influencia
sobre las variables medidas y su contribucion en cada una de las unidades fisiogréaficas
muestreadas. El interés se centrd en hallar posibles diferencias entre especies en la misma
época, entre épocas en la misma especie y entre edades en la misma especie y época.
Este modelo cumplié con el supuesto de homogeneidad de varianzas a través de la prueba
de O’ Brien, para | as dos variables determi nadas

gue indican la solidez estadistica del modelo aplicado.

Con el fin de reconocer los factores climéaticos que influyen sobre la concentracion de
protodioscina y diosgenina en Brachiaria spp. se aplicé una correlacién de Pearson entre
los pardmetros ambientales (temperatura, precipitacion, humedad relativa y brillo solar) y
la concentracion de los metabolitos. Este analisis se aplicé para la totalidad de los datos,
asi como para cada una de las regiones, fisiograficas, edades y especies analizadas. Se
empleé el software SAS 9,2 para hacer el andlisis estadistico, aceptdndose una
significancia de P< 0,05. Los resultados obtenidos con el recuento de esporas de
Pithomyces chartarum fueron examinados a través de andlisis de frecuencias segun

especie, época y edad del muestreo.

3.3. Resultados

3.3.1. Caracteristicas climaticas

La época de muestreo fue seleccionada de acuerdo al histérico de la regién, esperando
contar con pasturas que creciesen en transicion de época seca a lluvia (abril), lluvias (mayo
- junio), lluvias ligeras (octubre) posteriores a un periodo de baja precipitacién denominado
en | a r egi 6 npocaseea (dicrerdrel-marzo). §in eénbargo, en el principal afio
de muestreo (2012), las lluvias que habitualmente comienzan en el mes de abril,
comenzaron intensamente en el mes de marzo, impidiéndose la recolecciéon de las
pasturas en la época de transicion. De esta manera los periodos climéticos en los cuéles
se recolectaron las pasturas, fueron: lluvias iniciales (abril de 2012, caracterizado por un
mes previo de precipitaciones), lluvias avanzadas (junio de 2012 caracterizado por cuatro
meses previos de precipitaciones), lluvias ligeras (octubre de 2012 con menores

precipitaciones, posteriores a un periodo semi-s e c 0 0 veranill o”) vy sece

con baja precipitacion). La Figura 3.8 sefiala la precipitacion mes a mes en el tiempo en
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gue fueron muestreadas las pasturas y se evidencia mayores lluvias en piedemonte. La
Tabla 3.1 indica los parametros climatolégicos (precipitacion, temperatura, humedad
relativa y brillo solar) para cada uno de los dos momentos de recoleccion (14 y 28 dias
post-corte de la pastura) en las cuatro épocas en las que se muestred. Los valores de
temperatura y humedad relativa representan el promedio desde el dia cero hasta el dia del
muestreo, mientras que los demas parametros representan la sumatoria en el mismo

periodo.

600 - O Piedemonte m Vega de rio

o o o o
500 - i :
400 - i |

300 -

200 +
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(milimetros)

100 -

E FM A M J 1 A S ON D E F
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Figura 3.8. Precipitacion en piedemonte y vega de rio durante el periodo de

muestreo. Los puntos indican el momento en que fueron recolectadas las pasturas.
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Tabla 3.1. Pardmetros climéaticos durante muestreo de Brachiaria spp. en

piedemonte (P) y vega del rio Ariari (V) en el departamento de Meta

P T HR BS
Muestreo Dia | (mm) (°C) (%) (horas)

P V P \% P \% P \%
Abril 2012 14 130,4 | 183,8 | 25,7 | 24,5 85 90 76 37,1
Lluvias iniciales 28 367,0 |276,9 | 25,3 |24,9 84 88 133,5 91,8
Junio 2012 14 176,0 |112,7 | 249 |24,5 84 87 55,5 58,7
Lluvias avanzadas | 28 364,9 | 203,55 |24,7 |245 83 87 136,4 128,5
Oct. 2012 14 129,5 | 159,0 | 26,0 | 25,2 82 87 51,3 60,2
Lluvias ligeras 28 286,6 |244,8 |26,3 | 255 80 85 159,1 131,6
Feb. 2013 14 9,4 23,9 28,2 | 25,2 72 87 70,8 74,8
Sequia 28 35,6 57,2 27,7 | 255 73 85 116,8 1229

P: precipitacion, T: temperatura, HR: humedad relativa, BS: brillo solar.

Fuente: IDEAM. Estacion meteorolégica La Libertad — Villavicencio Meta. Estacién meteoroldgica
Barbascal — San Martin de los Llanos Meta.

3.3.2. Protodioscina

Todas las muestras de B. humidicola y B. dictyoneura presentaron niveles de protodioscina
por debajo del limite de cuantificacion (8,3 ug/g), por lo tanto s6lo se presentan los
resultados obtenidos para las demas especies (B. brizantha, B. decumbens y el hibrido B.

ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha).

Al promediar los resultados de las muestras recolectadas para cada especie (n = 48), los
mayores niveles de protodioscina los presenta B. decumbens (1,98 % + 0,68; entre 0,59 y
2,99%), seguido del hibrido mulato (1,74 % + 0,67; entre 0,77 y 3,68%) y finalmente B.
brizantha (1,09 % * 0,36; entre 0,47 y 1,81%). El 77% de las muestras (111) presentaron
niveles por encima del 1%. Niveles superiores al 2% fueron hallados en cuarenta muestras,
lo que representa el 33%. De estas, el 73% (29) corresponden a B. decumbens y el 27%
(11) al hibrido B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha; 70% (28) procedieron de
piedemonte y 30% (12) de vega de rio; 63% (25) con 28 dias de edad; 38% fueron

muestreadas en época seca y 33% al inicio de las lluvias.
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Siete muestras (5% del total), presentaron valores de protodioscina iguales o superiores al
3%, cinco pertenecientes al hibrido B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha de
piedemonte, dos a B. decumbens de vega de rio. Cuatro de estas muestras fueron

colectadas en la época de sequia a la mayor edad.

En el modelo factorial aplicado, se presentd una interaccion entre especie de braquiaria,
época y edad post-corte (P<0,05); por lo tanto la concentracion del compuesto depende
de la influencia de estos tres factores. EI Anexo 3 muestra la significancia de las

interacciones entre los factores del modelo aplicado.

En la Figura 3.9 se observan estos resultados, para la region de piedemonte y en la 3.10
para la region de vega del rio Ariari. Se observa en piedemonte que a los 14 dias B.
brizantha presenta los menores niveles de protodioscina en todas las épocas, comparado
con las otras especies, lo cual resulta significativo en el muestreo de octubre. El nivel de

protodioscina en esta especie es homogéneo a lo largo del afio (Figura 3.9 A).

B. decumbens presenté niveles de protodioscina significativamente superiores durante los
tres primeros muestreos con un valor que en promedio es dos a tres veces mayor al de B.
brizantha. Es interesante observar que para esta especie los niveles de saponina son

significativamente superiores en abril y octubre.

En cuanto al hibrido se aprecia una tendencia a mostrar niveles intermedios de la saponina
en los tres primeros muestreos que es significativa en octubre. Esta pastura concentra
menores niveles en abril y en los muestreos siguientes asciende de manera lineal
alcanzando su maximo nivel en época seca, momento en el cual duplica la concentracién

observada en B. decumbens y triplica la presente en B. brizantha.

En la Figura 3.9B se sefalan los resultados para la edad post-corte de 28 dias en
piedemonte, aprecidndose un comportamiento muy similar al descrito anteriormente: (i) B.
brizantha mantiene la tendencia a presentar los menores niveles de protodioscina
(significativo para lluvias iniciales-abril- y seca-febrero-); (ii) B. decumbens mantiene los
mayores niveles de protodioscina en los tres primeros periodos, de manera significativa
para lluvias avanzadas-junio- y ligeras-octubre-; (iii) en el hibrido los niveles minimos se
presentan en el periodo de lluvias avanzadas (junio) y aumentan de manera casi lineal
hasta el periodo de sequia, donde incluso llegan a ser significativamente mayores que los

de B. decumbens y B. brizantha.
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La Figura 3.10 indica los niveles alcanzados por Brachiaria spp. en la vega del rio Ariari.
Al comparar las edades post-corte, se encontr6 que B. brizantha tiene niveles de
protodioscina significativamente mayores (P<0,05) a los 28 dias en abril y junio
(incrementando 58 y 53%, respectivamente), igual comportamiento se observo con B.
decumbens en el periodo de lluvias iniciales (abril) (P<0,05) cuando incrementd un 58% a

la mayor edad post-corte.

A los 14 dias de iniciarse el rebrote (Figura 3.10A) se observa que la pastura que menos
produce la saponina es B. brizantha, estos menores niveles son significativos para el
primer muestreo. Adicionalmente, para esta especie los valores del metabolito varian
estadisticamente entre la época de lluvias avanzadas y la seca, incrementando mas de

dos veces su concentracion.

Exceptuando el muestreo de lluvias ligeras, B. decumbens es la pastura que mas produce
protodioscina, logrando acumular aproximadamente dos veces mas que B. brizantha y el
hibrido en época seca, momento en el que la especie logra significativamente la mayor

concentracion de los cuatro muestreos realizados.

De otra parte, el hibrido tiende a concentrar niveles intermedios de la saponina y presenta
homogeneidad en los niveles de protodioscina a lo largo del afio.

En la Figura 3.10B se sefialan los resultados para la edad de 28 dias en la vega del rio
Ariari, apreciandose caracteristicas similares a las descritas para los 14 dias post-corte: i)
B. brizantha presenta la menor concentracion de saponina, siendo significativa esta
diferencia en el muestreo de octubre; ii) B. decumbens es la especie que mayor
concentracion de protodioscina presenta, duplicando y triplicando los niveles presentes en
B. brizantha en las épocas de sequia y lluvias ligeras, respectivamente y iii) el hibrido tiende
a presentar niveles intermedios del metabolito que permanecen homogéneos a lo largo del

afo.

Al comparar las edades post-corte, se encontré que el hibrido tiene niveles de
protodioscina significativamente mayores (P<0,05) a los 28 dias en todos los periodos
excepto en octubre, aumentando entre un 15 y 42% dependiendo de la época. Igual
comportamiento se observé con B. decumbens en los periodos de lluvias avanzadas -
junio- y sequia —febrero- (P<0,05), alli la protodioscina aumentd 26 y 62%,

respectivamente.
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Figura 3.9. Concentracion con base en materia seca de protodioscina en Brachiaria spp.
de piedemonte de los Llanos Orientales de Colombia a los 14 dias (A) y 28 dias (B) post-corte

Hibrido: B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha

Letras mindsculas indican diferencias estadisticas entre especies de la misma edad en la misma época.
Letras mayusculas indican diferencias estadisticas en la misma especie de la misma edad entre épocas.
n = 3. P<0,05.
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Figura 3.10. Concentracidn (con base en materia seca) de protodioscina en Brachiaria spp.
de vega de rio de los Llanos Orientales de Colombia a los 14 dias (A) y 28 dias (B) post-corte.
Hibrido: B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha

Letras mindsculas indican diferencias estadisticas entre especies de la misma edad en la misma época.
Letras mayusculas indican diferencias estadisticas en la misma especie de la misma edad entre épocas.
n=3.P<0,05.
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Teniendo en cuenta las pasturas con niveles de protodioscina por encima del limite de
cuantificacién (n=144), la correlacion entre los parametros climéticos y la concentracion de
la saponina resulta significativa para temperatura (P<0,01) y humedad (P<0,05) aunque
con bajos coeficientes de determinacién (R = 0,220 y — 0,172, respectivamente). Sin
embargo, la correlaciébn aumenta para el caso especifico del hibrido de ambas regiones

(Figura 3.11) y es alin mayor para esta misma especie en la region de piedemonte (Figura
3.12).
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Figura 3.11. Correlacion lineal entre los parametros ambientales y concentracion de
protodioscina (con base en materia seca) para el hibrido (B. ruzizienzis x B. decumbens x B.
brizantha). Temperatura ambiental (A). Humedad relativa (B).
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Figura 3.12. Correlacion lineal entre los parametros ambientales y concentraciéon de

protodioscina (con base en materia seca) para el hibrido (B. ruzizienzis x B. decumbens x B.

brizantha) en piedemonte. Temperatura ambiental (A). Humedad relativa (B).
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3.3.3. Diosgenina

La concentracién de diosgenina en las pasturas varié considerablemente al interior de las
especies, presentandose los més altos niveles en el hibrido B. ruzizienzis x B. decumbens
X B. brizantha (505 + 422 pg/g; rango de 15 a 1.972 pg/g), seguido de B decumbens (361
+ 285 pg/g; rango de 50 a 1.207 pg/g), B. brizantha (301 + 181 pg/g; rango de 68 a 735
Hg/g), B. humidicola (187 £ 119 ug/g; rango de N.D. a 732 pg/g) y B. dictyoneura (73 £133
pg/g; rango de N.D. a 521 pg/g).

El 8% (18) del total de muestras analizadas no se encontraron niveles detectables de
diosgenina, especificamente en las especies B. humidicola (39%) y B. dictyoneura (61%).
Asi mismo, estas pasturas fueron las que presentaron menores concentraciones de la
sapogenina; el 27% (65) de todas las muestras analizadas tuvo niveles entre N.D. (no
detectable) y 100 ug/g, principalmente B. dictyoneura (44% n = 29) y B. humidicola (32%
n = 21). La mayoria de las pasturas muestreadas (60%; n= 144) mostraron niveles del
metabolito entre 100 y < 800 ug/g, representadas principalmente por B. brizantha (30% n=
43), B. decumbens (26% n = 38) y el hibrido (15% n = 35). Solamente el 5% (13) de las
gramineas analizadas presentaron niveles > a 800 ug/g, de las cuales el 69% correspondié
al hibrido (9) y el 31% a B. decumbens (4).

En el modelo factorial aplicado, se presentd una interaccion entre especie de braquiaria,
época y edad (P<0,05); por lo tanto la concentracion del compuesto depende de la
influencia de estos tres factores. El Anexo 3 muestra la significancia de las interacciones
entre los factores del modelo aplicado. La Figura 3.13 sefiala los resultados para la region
de piedemonte y la 3.14 para la region de vega del rio Ariari; alli se aprecia amplia

variabilidad en la concentraciéon del metabolito.

Al comparar las edades post-corte, en piedemonte se encontré que a los 28 dias la
diosgenina disminuye significativamente en el hibrido y B. decumbens en el primer
muestreo, y en B. brizantha en el segundo (P<0,05). Sin embargo, a los 28 dias los niveles
de la sapogenina en B. decumbens son significativamente més altos en lluvias avanzadas
—junio- (42% mayor), siendo uno de los mayores registrados para la especie. Igualmente
sucede con el hibrido en éste periodo y también en lluvias ligeras —octubre- (P<0,05),

cuando se duplica y triplica la concentracion de diosgenina, respectivamente.
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Figura 3.13. Concentracion (con base en materia seca) de diosgenina en Brachiaria spp. de
piedemonte de los Llanos Orientales de Colombia. 14 dias (A) y 28 dias (B) post-corte.

Hibrido: B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha

Letras minUsculas indican diferencias estadisticas entre especies de la misma edad en la misma época. Letras
mayusculas indican diferencias estadisticas en la misma especie de la misma edad entre épocas.

n=3.P<0,05
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En el piedemonte llanero, a los 14 dias de edad post-corte (Figura 3.13A) en lluvias
iniciales (abril), ligeras (octubre) y en época seca (febrero), no se aprecian diferencias con
respecto a las especies que menores concentraciones de diosgenina registran (B.
dictyoneura y B. humidicola). Adicionalmente, el hibrido acumula entre dos y ocho veces
mas diosgenina en lluvias iniciales con respecto a las demdas especies, siendo
estadisticamente diferente. B. decumbens es la que mayor cantidad de diosgenina
concentra en junio, época en que los niveles de la sapogenina en B. brizantha son
estadisticamente iguales a los de B. decumbens. Al analizar las diferencias entre épocas
para cada una de las especies, Unicamente B. decumbens y el hibrido logran acumular
significativamente mas diosgenina. En el segundo muestreo B. decumbens acumula 11
veces mas que cuando menos niveles presento (lluvias ligeras -octubre), mientras que en
el primer periodo el hibrido supera por seis veces las concentraciones mas bajas
registradas (lluvias ligeras).

La Figura 3.13B indica los niveles de diosgenina alcanzados por Brachiaria spp. a los 28
dias de edad en el piedemonte, se aprecia que se conservan algunos rasgos de las
pasturas con menor edad: i) B. dictyoneura y B. humidicola registran las menores
concentraciones de diosgenina; ii) en lluvias avanzadas —junio- B. decumbens presenta
significativamente la mayor concentracion de la sapogenina (cinco veces mas que lo
acumulado por B. brizantha); iii) s6lo B. decumbens y el hibrido presentan diferencias
significativas en los niveles de diosgenina entre las épocas muestreadas, en lluvias
avanzadas quintuplican y duplican, respectivamente, los niveles que alcanzaron en época

seca.
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Figura 3.14. Concentraciéon (con base en materia seca) de diosgenina en Brachiaria spp. en

vega de rio en los Llanos Orientales de Colombia. A: 14 dias de edad. B. 28 dias de edad

Hibrido: B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha
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n=3. P<0,05.
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En la vega del rio Ariari a los 14 dias (Figura 3.14A) B. humidicola es la especie que menos
diosgenina acumula, mientras que B. dictyoneura, a diferencia de lo ocurrido en
piedemonte, logra altas concentraciones en los dos primeros muestreos. Entre especies
no hay diferencias significativas en lluvias avanzadas ni en época seca; ademas, en este
altimo periodo los niveles de la sapogenina tienden a ser los mas bajos. De otro lado, el
hibrido en lluvias iniciales y B. decumbens en lluvias ligeras, son las especies en las que
mayor concentracion de diosgenina se registrd, duplicando los niveles de las otras
pasturas. Finalmente, tan solo B. decumbens no presenta diferencias estadisticas
significativas en los niveles de diosgenina a lo largo del afio y las demas especies
acumulan mayor concentracion en los meses de mayores precipitaciones (B. humidicola
y el hibrido aproximadamente cien y veinte veces mas en lluvias iniciales que en época

seca).

Como se aprecia en la Figura 3.14B, a los 28 dias se presentan algunas similitudes en la
concentracion de diosgenina con respecto a las pasturas de menor edad: i) en lluvias
avanzadas no existen diferencias significativas entre especies; ii) B. humidicola continda
siendo una de las especies con menor concentracion; iii) las pasturas con mayores niveles
son el hibrido (en lluvias iniciales, lluvias ligeras y época seca) y B. decumbens (en lluvias
iniciales); iv) las pasturas acumulan menos diosgenina en sequia, lo que resulta
significativo para el hibrido y B. decumbens, cuando acumulan tres y nueve veces menos,

respectivamente, que en lluvias iniciales.

Al comparar estadisticamente las edades post-corte, en la vega del rio Ariari se encontré
gue a los 28 dias las concentraciones de diosgenina disminuyen significativamente en B.
dictyoneura en el muestreo de lluvias iniciales (P<0,05) y son significativamente mas altos
para el hibrido en todos los muestreos (entre 2 y 9 veces mas), excepto en lluvias

avanzadas, y para B. decumbens en el primer periodo (dos veces mas) (P<0,05).

Los parametros climaticos que mas influyen sobre la acumulacién de diosgenina son
precipitacion, temperatura y humedad. Al correlacionar el total de las muestras (n=240) se
presentan bajos coeficientes de determinacion (R = 0,177, -0,176 y 0,141,
respectivamente; P<0,05) entre estos parametros climaticos y la concentracion de la
sapogenina. Al analizar por separado las especies que mas producen la diosgenina se
conserva la significancia y aumentan la correlacion. Para el hibrido se observa un R =

0,326 con precipitacion, R=- 0,255 con temperaturay R = 0,361 con humedad mientras
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que B. decumbens presenta significancia con precipitacion (R= 0,315) y temperatura (R=
- 0,367). En vega del rio Ariari el coeficiente de determinacién aumenta con respecto a la
precipitacion al correlacionar inicamente con el hibrido (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Correlacion lineal entre precipitacion y concentracion de diosgenina en
el hibrido (B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha) procedente de la vega del

rio Ariari.
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3.3.4. Esporas de Pithomyces chartarum

La Tabla 3.2 indica las caracteristicas de las pasturas positivas a esporas. De las 240
muestras analizadas, 13 (5%) fueron positivas a esporas de Pithomyces chartarum, 12 de
ellas con 5.000 esporas/gramo y una con 10.000 esporas/gramo. Diez de las muestras
positivas (77%) provinieron de la zona de piedemonte, principalmente del muestreo
realizado en el mes de abril (62%) y de la especie B. decumbens (62%). La edad post-
corte de las pasturas en la que se presenté mayor frecuencia de contaminacion, fue de 14
dias (62%).

Tabla 3.2. Recuento de esporas de Pithomyces chartarum en pasturas de Brachiaria

spp. procedente de los Llanos Orientales de Colombia

Numero de
Id | esporas/gramo | Procedencia | Epoca de | Especie Dias
de pastura muestreo post-corte
1 10.000 Piedemonte | Abril B. brizantha 14
2 5.000 Piedemonte | Abril B. brizantha 28
3 5.000 Piedemonte | Abril B. decumbens | 14
4 5.000 Piedemonte | Abril B. decumbens | 14
5 5.000 Piedemonte | Abril B. decumbens | 14
6 5.000 Piedemonte | Abril B. decumbens | 28
7 5.000 Piedemonte | Junio B. decumbens | 14
8 5.000 Piedemonte | Junio B. decumbens | 28
9 5.000 Piedemonte | Octubre B. decumbens | 14
10 | 5.000 Piedemonte | Abril B. dictyoneura | 28
11 | 5.000 Vega Junio B. decumbens | 28
12 | 5.000 Vega Abril Hibrido 14
13 | 5.000 Vega Octubre Hibrido 14
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3.4. Discusion de resultados

De los posibles agentes causantes de fotosensibilizacion asociados al consumo de
agentes Brachiaria spp., en esta investigacion la esporodesmina no adquiere relevancia,
ya que el recuento de esporas de Pithomyces chartarum siempre fue inferior a 100.000
por gramo, recuento considerado como indicativo de la produccién de la micotoxina por
parte del hongo (Di Menna et al., 2009). Sin embargo, es importante anotar que el hongo
coloniza las pasturas, ubicandose particularmente en las partes bajas de la planta que
estan en contacto con el suelo (Brook, 1963) y que los animales suelen consumir, bajo
condiciones apropiadas de manejo, los dos tercios superiores de las pasturas, porcion que
fue muestreada en esta investigacion. Por lo tanto, no debe descartarse que al recolectar
la planta desde su porciébn mas baja, los recuentos posiblemente aumenten. Esto seria
importante si los animales se ven obligados al sobrepastoreo bajo condiciones
inapropiadas de manejo de praderas. A pesar de lo anterior, es importante anotar que
Brewer et al. (1989), registraron que los P. chartarum aislados en nuestro pais, carecen

de capacidad toxigénica.

Aunqgue en esta investigacion no se encontrg evidencia de contaminaciéon masiva por P.
chartarum, cabe resaltar que se apreciaron claras tendencias en los escasos recuentos
registrados. Las caracteristicas de las 13 muestras de las cuales se aislaron esporas del
hongo fueron principalmente pasturas con 14 dias post-corte (62%), de la especie B.
decumbens (62%), presentes en la zona de piedemonte (77%) y muestreadas en abiril
(62%). En la época seca no se registrd ninguna espora, destacandose que para la infeccion
por el hongo es necesario contar con condiciones de altas de humedad. En la regién del
piedemonte se registrd la mayor precipitacion, que en abril alcanz6 los 371,1 mm,
igualmente se presenté una humedad relativa de 84% y una temperatura de 25,5°C. Se
reconoce que P. chartarum en condiciones de campo requiere de temperatura > 18°C y
gue la lluvia es necesaria para que se presente la infeccion de las pasturas.
Adicionalmente, el material vegetal muerto presente en el suelo y que procede del verano
anterior, en este caso finalizado en el mes de marzo, es un sustrato 6ptimo para el
crecimiento del hongo (Brook, 1963; Di Menna et al., 2009). Estas condiciones explican la
tendencia infecciosa observada por P. chartarum en esta investigacion. De esta manera,
agentes etioldgicos como las saponinas que estan presentes en Brachiaria spp. y causan

fotosensibilizacion cobran mayor importancia.
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Aunqgue se considera a la saponina protodioscina como el biomarcador de exposicion a
saponinas esteroidales responsables de ocasionar fotosensibilizacion por consumo de
braquiaria, en este estudio se evalud la presencia de la diosgenina. Es importante
reconocer que las pasturas de braquiaria estudiadas en el mundo por causar
fotosensibilizacion (B. decumbens y B. brizantha) no solamente tienen como saponina
esteroidal a la protodioscina, sino también dicotomina, saponina B, dioscina y su forma
epimerizada en C-25 (Lee, Mitchell, Gardner, Tokarnia, & Riet-Correa, 2011; Meagher et
al., 1996; Pires, Taketa, Gosmann, & Schenkel, 2002). De esta manera, la diosgenina
podria ser un mejor indicador de las sustancias responsables de lesidén hepética que han

sido aisladas de Brachiaria spp. (Low, 2015).

Numerosos factores biéticos y abiéticos influyen sobre la concentracion de saponinas y
sapogeninas en las plantas (Szakiel, Paczkowski, & Henry, 2011). Para el caso de
Brachiaria spp., los presentes resultados evidencian que existe interaccion entre
condiciones climéticas, edad y especie de la graminea. B. dictyoneura y B. humidicola,
especies altamente relacionadas (Maass, 1996) aparecieron con el menor contenido, al
punto que los niveles de protodioscina estuvieron por debajo del limite de cuantificacion

(8,3 ug/9).

B. humidicola ha sido reconocida por su capacidad para generar fotosensibilizacién; sin
embargo los niveles de protodioscina reportados en esta, han sido bajos (Lee et al., 2011).
Riet-Correa et al., 2011, sugieren que puede ser otro el metabolito responsable de la lesion
hepatica causada por esta especie. Debe considerarse que otras saponinas, diferentes a
la protodioscina pueden contribuir al contenido de diosgenina, el metabolito que
indirectamente va a iniciar la lesién sobre canaliculos biliares. En este sentido, aqui se
reporta el contenido de ésta en B. humidicola, lo que puede reflejar de manera mas real la
presencia de compuestos hepatotéxicos. En este estudio se encontraron niveles maximos
de 732 ug/g en una pastura de 28 dias de edad recolectada en la vega del rio Ariari en el
mes con mayores precipitaciones (junio). Basados en las concentraciones de protodioscina
gue han resultado téxicas para rumiantes en Australia ha sido establecido que a partir de
800 ug/g de diosgenina (un valor cercano al maximo aqui registrado en B. humidicola), las
pasturas podrian causar intoxicacion (Moore, 2014). Por lo tanto, no ha de descartarse que
bajo ciertas condiciones esta especie pueda producir niveles tdxicos de saponinas totales,

precursoras de diosgenina.
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De las otras tres especies estudiadas, B. brizantha y B. decumbens son las que
tradicionalmente se han relacionado con toxicosis en rumiantes y B. ruziziensis x B.
decumbens x B. brizantha ha sido estudiada por primera vez en esta investigacion. Esta
presenta niveles cercanos de los compuestis, y en ocasiones superiores, a los de B.
decumbens, la especie de braquiaria con mayores niveles reportados (Riet-Correa et al.,
2011) y regqistra, bajo condiciones definidas las mas altas concentraciones aqui
encontradas de protodioscina (a los 28 dias de rebrote en piedemonte y durante sequia) y
de diosgenina (a los 28 dias de rebrote, en abril, en vega del rio Ariari); de esta manera se
suma a las pasturas que pueden producir fotosensibilizacién secundaria. En Cuba,
recientemente reportan un caso poblacional de intoxicacion por pasto mulato, en el que el
50% de un rebafio caprino padece colestasis hepética aguda presentando mortalidad del
16% (Chong Dubé et al., 2016). Los autores sefialan como agente etioldgico a las

saponinas, aunque éstas no fueron determinadas.

La concentracién de estos compuestos responde a interacciones entre especie, época y
edad en cada uno de los lugares muestreados, sin embargo se puede afirmar que, de estas
tres braquiarias, B. brizantha es la que menos acumula; en tanto que B. decumbens y el
hibrido, segun las circunstancias de muestreo, pueden concentrar los mayores niveles de

protodioscina.

Al comparar cada una de las especies en los muestreos realizados se aprecia que hay
claras diferencias entre los 14 y los 28 dias post-corte en la concentracién de protodioscina.
B. decumbens, B. brizantha y el hibrido pueden aumentar la concentracion de
protodioscina entre un 15 y 62% segun época y region a mayor edad post-corte. Los
estudios desarrollados para determinar la influencia de la edad de las pasturas en la
concentracion de saponinas presentes en braquiaria han reportado resultados
contradictorios; mientras que algunos autores encontraron un incremento en los niveles de
protodioscina conforme aumenta la edad y el estado reproductivo de B. decumbens y B.
brizantha (Brum et al., 2009), otros han corroborado mayores concentraciones en pastos
mas jovenes (Castro et al., 2009; Ferreira et al., 2011) y también en las hojas méas jovenes
de las plantas, argumentando que al ser las saponinas compuestos de defensa, estos se
incrementan en el momento en que la planta es mas susceptible (Barbosa, De Oliveira,
Tokarnia, & Peixoto, 2006; Ferreira et al., 2011). En el presente estudio se encontré que
hay un mayor nivel de protodioscina a los 28 dias post-corte, cuando Brachiaria spp. esta

en la fase de crecimiento rapido y acumula materia seca de alto valor nutritivo (Sierra,
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2005), lo que indica que la sintesis de la saponina se ve favorecida por el balance
energeético positivo de la graminea. Sin embargo para el caso de la diosgenina el mayor
tiempo post-corte no define tan claramente mas concentraciéon del compuesto. A los 28
dias B. decumbens y el hibrido en lluvias registran mayores niveles y a los 14 dias B.

brizantha en junio mostro niveles significativamente mayores.

Se ha observado que la diosgenina producida en cultivos in vitro de Trigonella foenum
graecum alcanza las mayores concentraciones entre el dia 21 y 38, disminuyendo hacia el
dia 50 (Ciura, Szeliga, & Tyrka, 2015). Los autores atribuyen esta mayor produccion de la
sapogenina a que son las plantas jovenes las que mas requieren mecanismos de defensa
ante posibles agentes agresores (microorganismos, insectos, animales herbivoros). Los
tiempos de muestreo realizados en esta investigacion (14 y 28 dias post-corte de pasturas
establecidas) corresponden a etapas tempranas de crecimiento en una graminea por lo
tanto podria considerarse que las variaciones en la concentracién con respecto a la edad
responden al desarrollo de defensas contra el ataque de microorganismos y otros
predadores.

Existen reportes que establecen diferencias en el contenido de las saponinas segun la
ubicacion geogréfica de los cultivos; mientras que Tribulus terrestris de Europa suroriental
presenta concentraciones de protodioscina hasta de 1.027 pg/g, la misma planta
recolectada en Asia occidental presenta niveles maximos de 32 ug/g (Dinchev et al., 2008).
En este estudio no se aprecian diferencias tan marcadas en las dos regiones muestreadas,
sin embargo se observa que en la region del piedemonte llanero se presentaron las
muestras con mas altos niveles de protodioscina. Las diferencias en el contenido de las
saponinas de las plantas y en particular aguellas que dependen del origen geografico son
dificiles de interpretar; los atributos propios de cada sitio de cultivo varian, e incluyen entre
otros, la fertilidad de los suelos (Pavarini, Pavarini, Niehues, & Lopes, 2012). Los suelos
orinocenses se caracterizan por un pH acido y alto contenido de aluminio que los hace
poco productivos (Viloria de la Hoz, 2009). Algunos estudios han demostrado que la
sintesis de saponinas es mayor bajo condiciones de estrés sugiriendo que estos
compuestos pueden estar involucrados en la adaptacion de la planta a la sobrevivencia
bajo condiciones adversas del suelo (Szakiel et al., 2011). Por su parte Gobbo-Neto &
Lopes (2007) expresan que los metabolitos secundarios, pueden ser altos en suelos de
baja fertilidad. Es posible que las caracteristicas generales de los suelos de los Llanos

Orientales colombianos (pH acido y alto contenido en aluminio) influyan sobre la alta
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concentracion de saponinas en Brachiaria spp que en general se aprecié en las pasturas
de la region.

En esta investigacion fueron hallados niveles maximos de diosgenina de 735, 1.207 'y 1.972
pg/g para B. brizantha, B. decumbens y el hibrido, respectivamente; y tan sélo en algunos
casos los promedios de cada muestreo, se acercaron (en piedemonte a los 14 dias el
hibrido en el muestreo de abril — 756 ug/g - y B. decumbens en el de junio - 734 ug/g-) o
sobrepasaron (en vega de rio a los 28 dias B. decumbens en junio — 1.535 ug/g y en
octubre -1.195 pg/g) el nivel minimo téxico sugerido. Esto contrasta con la protodioscina
gue en la mayoria de las recolecciones estuvo por encima del 1% el nivel limite sobre el
cual se han reportado la mayoria de intoxicaciones en ovejas (Riet-Correa et al., 2011). B.
brizantha supera este valor, principalmente en la vega del rio Ariari a los 28 dias de edad
post-corte. Esto indica que en Colombia las pasturas de B. decumbens y del hibrido mulato
en los Llanos Orientales, podrian causar intoxicacién en diferentes épocas del afio,
mientras que B. brizantha representaria riesgo principalmente en la vega del rio Ariari a los
28 dias de descanso de la pradera, cuando supera niveles del 1%; todo esto teniendo en
cuenta tan solo los valores de protodioscina.

Aunque los niveles de protodioscina pueden ser altos en diferentes épocas del afio, aqui
se encontré que con mayor frecuencia esto puede ocurrir en sequia (para B. brizantha y
B. decumbens en vega de rio y para el hibrido en piedemonte). Incluso, se encuentra una
correlacion positiva alta entre la protodioscina del hibrido y la temperatura, y una negativa
alta con la saponina en esta especie y la humedad. Tanto el aumento de temperatura como
la disminucién de humedad son parametros climaticos caracteristicos de sequia. Si se
tiene en cuenta que las saponinas esteroidales son empleadas por la planta como
mecanismo de defensa (Szakiel et al., 2011) y que el déficit hidrico la hace mas susceptible
al atague de insectos (Giraldo, Reyes, & Molina, 2011) los mayores niveles de
protodioscina registrados en época de sequia, podrian ser una respuesta de defensa de

estas pasturas.

Mientras que los niveles de protodioscina en el hibrido se correlacionan con pardmetros
propios de época seca (positivamente con la temperatura ambiental - R= 0,744- y
negativamente con la humedad — R= - 0,640), la diosgenina se correlaciona positivamente
con precipitacién en vega de rio (R = 0,755) y con mayor frecuencia se observa que los

mayores valores de este Ultimo se registraron en lluvias. Adicionalmente, al correlacionar
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estos dos metabolitos, el R equivale a 0,357 (P<0,0001), lo cual sugiere que el 64% de la

diosgenina presente en las plantas no se explica por la presencia de la protodioscina.

Lo anterior podria deberse, o bien a que hay una fuente de diosgenina adicional en la
planta o a que son factores diferentes los que influyen en la produccion de estos dos
metabolitos en las pasturas. Como se mencion6 previamente existen otras saponinas
esteroidales en Brachiaria spp. que contribuyen a la presencia de diosgenina (Meagher et
al., 1996; Pires et al., 2002). Adicionalmente, las sapogeninas pueden estar presentes de
manera libre en las plantas ya sea porque las saponinas que las originan pueden ser
hidrolizadas bajo el dominio de factores externos (por ejemplo: ataque de parasitos), o
porque la sapogenina aun no incorpora los carbohidratos en el proceso de biosintesis de

saponinas.

La hidrdlisis de las saponinas puede llevarse a cabo por enzimas que son liberadas por
microorganismos. En el proceso de produccion de diosgenina con fines industriales,
recientemente han sido empleados diferentes microorganismos, presentes en el ambiente,
gue hidrolizan los azucares de las saponinas (Dong, Lei, Lu, & Wang, 2015; Wang et al.,
2014; Zheng, Yu, Zhu, & Zhao, 2014).

De otra parte, el conocimiento de las rutas biosintéticas que conducen a la produccion de
estos compuestos en la planta, ha sido objeto de investigacién. Se reconoce la presencia
de enzimas OSC (6xido escualeno ciclasas) y CYP450 que contribuyen a la formacién de
la sapogenina. Esta Ultima posteriormente se glicosida por medio de la actividad UGT
(uridin glucuronosil transferasa) origindndose la saponina (Haralampidis, Trojanowska, &
Osbourn, 2002; Seki, 2015). Posiblemente, asi como existen enzimas (nitrato reductasa y
sucraso fosfato sintasa) claramente influenciadas por factores ambientales como la
luminosidad (Huber, Huber, Campbell, & Redinbaugh, 1992), las condiciones climaticas
requeridas para la adicibn de azlUcares y por ende la activacibon de UGT, estén

relacionadas con factores ambientales caracteristicos de época seca.

Teniendo en cuenta que las saponinas esteroidales son hidrolizadas en el rumen
produciéndose la diosgenina, y que es esta la que origina el compuesto responsable de
generar la lesion hepatica; seria util determinar esta sapogenina en los forrajes como
indicador del potencial téxico de la pastura. Como se menciond previamente, Moore (2014)
sugiere que un contenido de diosgenina en la pastura superior o igual a 800 ug/g, podria

llegar a causar intoxicacion.
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La influencia opuesta de los factores climaticos sobre la concentracion de protodioscina y
la de diosgenina sugiere que para la conjugacion de la sapogenina con los azUcares,
(formacion de la saponina), se requieren caracteristicas ambientales diferentes a las que
se necesitan para la produccién de la misma. De esta manera, factores ambientales
propios de época seca (temperatura alta y bajas precipitaciones) parecen influir sobre la

conjugacion con azucares de la diosgenina en la planta.

Es importante definir cual de los dos metabolitos seria mejor utilizar como biomarcador
para establecer potenciales intoxicaciones en el contexto del manejo de pasturas.
Teniendo en cuenta que son varias las saponinas que pueden contener diosgenina en
braquiaria y que la sapogenina es el metabolito directamente implicado en la toxicosis se
puede sugerir a la sapogenina como el mejor biomarcador. En la practica se podrian
prevenir potenciales intoxicaciones en la Orinoquia colombiana, evitando el consumo de
plantas como B. decumbens y el hibrido en época lluviosa. Independientemente de si es
la saponina o la sapogenina la que se determine, puede promoverse el consumo de otras
especies que presenten menos riesgo de intoxicacion como B. dictyoneura, B. humidicola

y B. brizantha.
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Anexo 3

Tabla A.3.1. Parametros estadisticos del modelo factorial aplicado a la variable

protodioscina.

Unidad Varianza del Varianza R? Cv |0’ Br SW
fisiogréfica modelo del error Pr>F P<wW
Piedemonte 3,1293 0,0368 |0,9764 | 18,42 | 0,1766 | <0,0001

Vega 2,1695 0,0396 | 0,9639 | 21,968 | 0,2523 | <0,0001

SW: Prueba de Shapiro Wilk para normalidad del error.

Tabla A.3.2. Significancia de las interacciones en el modelo factorial 5*4*2 (especie,
épocay edad) en piedemonte y vega de rio paralas variable protodioscina.

Finca | Ep*Es*Ed | Es*Ed | Edad Ep*Es | Especie | Epoca
Libertad | 0,0033 0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Marina | 0,0112 0,0035 |0,0194 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001

Tabla A.3.3. Parametros estadisticos del modelo factorial aplicado a la variable

diosgenina
Unidad Varianza del | Varianza O’ Br SwW
fisiografica modelo del error R? Ccv Pr>F P<wW
Piedemonte 180212,3 11225,5 |0,8867 | 44,97 | 0,1400 | <0,0001
Vega de rio 300388,3 17697,21 | 0,8921 | 44,62 | 0,0927 | <0,0001

SW: Prueba de Shapiro Wilk para normalidad del error.

Tabla A.3.2. Significancia de las interacciones en el modelo factorial 5*4*2 (especie,

épocay edad) en piedemonte y vega de rio parala variable diosgenina.

Unidad
fisiografica | Variable | Ep*Es*Ed | Es*Ed Edad Ep*Es | Especie | Epoca
Piedemonte | Diosgenina | <0,0001 0,5751 | 0,2632 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Vega de rio | Diosgenina | <0,0001 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
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Capi t4ul o

Contenido de nitratos vy
Brachspmpi aprocedente de

Orientales colombianos

Resumen

A pasturas de Brachiaria spp. establecidas en piedemonte y vega del rio Ariari, dos regiones
fisiograficas caracteristicas de los Llanos Orientales de Colombia, se les cuantific a los 14 y 28
dias post-corte y bajo condiciones climéticas diferentes, la concentracién de nitrato y oxalatos
totales. Tan solo 4 muestras de 240, dos de B. decumbens y dos de B. brizantha presentaron niveles
superiores a 5000 ppm de nitratos, lo cual supone escaso riesgo de intoxicacibn aguda en
rumiantes; sin embargo el 72% de las muestras presentaron niveles por encima de 2000 ppm,
concentracioén a la cual pueden ocurrir alteraciones en el desempefio reproductivo de los animales.
En ambos lugares muestreados, los niveles del compuesto en Brachiaria spp. dependen de la
interaccién entre especie, edad y época, presentandose mayor concentracién con lluvias en las
especies B. decumbens e hibrido (B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha) y a los 14 dias
post-corte, momento en el cual hubo amplias variaciones en las concentraciones del compuesto
entre las especies. Al correlacionar las variables climaticas con los niveles de nitratos se
encontraron correlaciones significativas y negativas para brillo solar.

De otra parte, los niveles de oxalatos registrados no suponen riesgo de intoxicaciéon aguda en
rumiantes o en equinos. El mayor nivel fue de 0,46 % en una muestra de B. dictyoneura, especie
en la que, junto con B. humidicola, se reportaron los mayores niveles del compuesto. Sin embargo,
el 69 y 63% de las muestras procedentes de estas especies, respectivamente, concentraron niveles
superiores al 0,13%, limite que ha sido considerado causante de alteraciones dseas subclinicas en
equinos. En ambos puntos de recoleccién, los niveles del compuesto dependen de la interaccion
entre especie y época de recoleccion, no siendo relevante la edad de la pastura. Se presenté mayor
concentracion en época de menores precipitaciones y en sequia. Al correlacionar las variables
climéticas con los niveles de oxalatos se encontraron correlaciones significativas y positivas para
temperatura y negativas para humedad. B. brizantha por su parte puede contener altos niveles de
oxalatos en la regién de piedemonte, particularmente en época de sequia suponiendo riesgo para
el consumo de los equinos.

Palabra clave: Brachiaria spp., nitratos, oxalatos, intoxicacion, Orinoguia, Colombia
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4.1. Introduccidn

De las casi 23'000.000 de cabezas de ganado presentes en Colombia, el 21% se encuentra
en los Llanos Orientales en los departamentos de Meta y Casanare (ICA, 2016), en donde
se estima que el 33% del &rea destinada a la bovinocultura tiene presencia de pastos
mejorados (Pulido et al., 2002), principalmente braquiaria. Las especies de Brachiaria mas
abundantes en la region son B. decumbens, B. brizantha, B. dictyoneura, B. humidicola y

el hibrido B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha (Lozano, Doncel, & Moreno, 2011)

A pesar de su alta presencia en regiones tropicales de todo el mundo donde es
frecuentemente empleada como pastura para alimentar animales herbivoros, varias
especies de Brachiaria han sido causa de intoxicacion; la mas comun ocasionada por
saponinas esteroidales que conducen a lesion hepatobiliar y fotosensibilizacion. Sin
embargo se han reportado otros agentes toxicos en esta graminea, principalmente nitratos
y oxalatos (Diaz, 2010).

4.1.1. 16n nitrato

El i6n nitrito (NO>), la forma reducida del i6n nitrato (NO3’), es el responsable principal de
los efectos toxicos atribuidos al nitrato, sin embargo este Ultimo puede también ocasionar
alteraciones, principalmente diarrea y abortos, al ser consumido crénicamente. Las plantas
absorben el nitrato como paso esencial en la incorporacion del nitrdgeno del suelo para
originar proteinas y de esta manera constituyen la principal fuente de intoxicacion para los
animales herbivoros (Diaz, 2010). Condiciones que tienden a aumentar la concentracion
de nitrato en las plantas incluyen, baja intensidad luminica, periodos prolongados de
sequias seguidos por lluvias, suelos acidos, fertilizaciéon con productos nitrogenados y

abundante presencia de materia organica, entre otros (Casteel & Evans, 2004).

En la planta el NOs se reduce a NO> por medio de la nitrato reductasa, continuando la
reaccion con la formacién de amonio (NH4*) por accion de la nitrito reductasa. A partir del

NH.* la planta sintetiza amino&cidos precursores de proteinas (Taiz & Zeiger, 2006).

La transformacion de nitratos a amonio ocurre también en el rumen y en el ciego de los
animales herbivoros a través de la accion de las enzimas bacterianas nitrato y nitrito

reductasa. Los rumiantes son mas susceptibles que los monogastricos a la intoxicacion
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con nitratos debido a la mayor habilidad reductora de los micoorganismos ruminales que
transforman el NOz a NO2 (Casteel & Evans, 2004).

Una vez el ién nitrito es absorbido, ingresa a los glébulos rojos y oxida el hierro ferroso
(Fe?*) de la hemoglobina a hierro férrico (Fe*"), generando metahemoglobina incapaz de
transportar el oxigeno. Los principales signos clinicos en los animales son coloracion café
de membranas mucosas, taquicardia, disnea, debilidad, ataxia, micciones frecuentes,
diarrea, colapso y convulsiones terminales. Si hay consumo suficientemente alto de
material rico en nitrato, la muerte puede ocurrir una a tres horas después de presentarse
los primeros signos clinicos. El diagndstico definitivo de la intoxicacion se logra a través de
determinar concentraciones excesivas de nitrato en sangre, orina o humor acuoso (Diaz,
2010).

En bovinos las intoxicaciones agudas con nitrato ocurren con un consumo de forraje que
exceda las 10.000 ppm (1%) con base en materia seca. Consumo de material vegetal con
menos de 5.000 ppm (0,5%) se considera seguro para los animales herbivoros (Casteel &
Evans, 2004).

En Brasil B. radicans ha estado relacionado con nitritotoxicosis en bovinos (Lascano &
Euclides, 1996) y en Colombia, se reporta a B. mutica como una de las plantas
acumuladoras de nitrato presentes en el pais (Gonzéalez, 1981). Los niveles de nitrato que
han sido reportados en B. decumbens corresponden a 0,5% (Amador, Duque, & Galvis,
1980). No existen registros cientificos de posibles intoxicaciones con nitrito debidas al
consumo de otras Brachiaria spp.; sin embargo, Lascano y Euclides (1996), reportan que
las especies predominantes de la graminea pueden acumular niveles téxicos de nitrato,

sugiriendo la necesidad de determinar las condiciones bajo las cuales esto puede ocurrir.

4.1.2. Oxalatos

Estos compuestos son un constituyente comun de las plantas en donde se acumulan como
oxalatos solubles u oxalatos insolubles de calcio. Los oxalatos solubles presentes en
poaceas o gramineas, familia a la que pertenece Brachiaria spp., corresponden a oxalatos
de amonio que se absorben facilmente en el tracto digestivo (Diaz, 2010). En las plantas
los precursores de los oxalatos son glioxilato, glicolato y acido ascérbico y se presume que
actian como un sistema amortiguador. Pueden también intervenir en el metabolismo de

los carbohidratos, particularmente a través de la inhibicion de la deshidrogenasa succinica
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(Noonan & Savage, 1999). Se postula que altos niveles de oxalatos en vegetales, son una
forma de proteccion de la planta contra los insectos y los animales herbivoros (Libert &
Franceschi, 1987).

En equinos los oxalatos solubles ingeridos se ligan al calcio en el intestino formando
oxalato de calcio insoluble y atrapando el calcio dietario disponible para los animales. De
esta manera, la paratohormona retira calcio 6seo alterando la forma de los huesos
produciendo osteodistrofia fibrosa por hiperparatiroidismo nutricional secundario (Stewart
& Liyou, 2010). Esta alteracidn se presenta por consumo crénico de forrajes que contengan

niveles de oxalatos solubles = 0,5% (Cheeke, 1995).

Los rumiantes cuentan con el microorganismo ruminal Oxalobacter formigenes, que
desdobla los oxalatos en &cido formico y didxido de carbono, mediando su adaptacién a
dietas ricas en oxalatos (Sidhu et al., 1997). De ocurrir un consumo elevado o de perderse
la adaptacion ruminal, concentraciones toxicas de estos compuestos podrian ser
absorbidas. En la sangre los oxalatos se combinan con el calcio formando oxalato de calcio
gue conduce a una disminucién del calcio ionizado y a hipocalcemia funcional; esta
intoxicaci on se da cuando se consumen ni
10%. El oxalato de calcio puede cristalizarse en vasos sanguineos y tubulos renales
ocasionando una necrosis tubular fatal. Hipocalcemia y altos niveles de nitrégeno ureico
sanguineo pueden contribuir al diagndstico de una intoxicacion con oxalatos solubles
(Pickrell & Oehme, 2004).

Cheeke (1995), reporta que el consumo de gramineas con contenido de oxalatos solubles
= 2%, puede resultar toxico para rumiantes. Se reconoce, ademas que los oxalatos
solubles se concentran en plantas de rapido crecimiento y en etapas jovenes (Cheeke,
1995; Simpson, Savage, Robert, & Vanhanen, 2009).

En Brachiaria los mayores niveles de oxalato han sido reportados en Brachiaria humidicola
(0,91%), seguida por B. brizantha (0,47%), B. decumbens (0,27%) y B. ruziziensis (0,16%)
(Jones & Ford, 1972). Sin embargo Middleton (1978) registra concentraciones en B.

decumbens hasta del 0,61%, siendo mas abundantes en las hojas que en los tallos.
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En Colombia no hay registros de la concentracién de oxalatos presentes en Brachiaria
spp., sin embargo es frecuente observar signos compatibles con osteodistrofia fibrosa en
equinos del departamento de Meta que consumen B. humidicola.

En la regién oriental colombiana se desconoce si la principal graminea consumida por los
bovinos, Brachiaria spp., presenta concentraciones toxicas de compuestos asociados a
enfermedades en animales herbivoros. Adicionalmente, poco se sabe acerca de la
dindmica ambiental y propia de la planta que conduce a la variabilidad en la concentracién
de estos compuestos. El objetivo del presente estudio fue cuantificar el contenido de
oxalatos totales, presente en las principales especies de Brachiaria establecidas en los
Llanos Orientales y relacionar su presencia y concentracion con especie y tiempo post-

corte de la graminea, asi como con lugar y época de recoleccion.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Region de estudio

El pasto Brachiaria analizado en este estudio provino del Meta, departamento con una
creciente tendencia al establecimiento de pasturas con estas gramineas.
Climatol6gicamente la regidn se caracteriza por una pluviosidad que supera los 3.000
mm/afio. La época lluviosa comprende 8 meses, de abril a noviembre y la seca va de
diciembre a marzo. La temperatura promedio es de 26°C. En época lluviosa la humedad
relativa es mayor a 80% y en seca oscila entre 60 y 65% (Rippstein, Escobar, & Motta,
2001).

A partir de un estudio previo fueron seleccionadas dos fincas con pasturas establecidas de
la principales braquiarias presentes en la Orinoquia (B. brizantha, B. decumbens, B.
dictyoneura, B. humidicola, y el hibrido B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha). Estas
fueron,La Li bertad, perteneciente a CORPOBCA’ W) a
ubicada en la vereda Apiay del municipio de Villavicencio con caracteristicas fisiograficas
de piedemonte y suelos de terrazay La Marina (lat: 3, 0 ° 3, 7' | o nupicadared , 0 ° 4 4
la vereda La Reforma del municipio de San Martin de los Llanos a orillas del rio Ariari, con

caracteristicas fisiogréaficas de valle aluvial.
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4.2.2 Muestreo

En cada finca, las cinco especies de Brachiaria spp. fueron recolectadas en cuatro
diferentes épocas del afio seleccionadas de acuerdo al comportamiento climatolégico
historico de la region: 1) transicién época seca a época de lluvia o inicio de lluvias (abril
2012); 2) lluvias (junio 2012); 3) lluvias ligeras, post er i or es al den
(octubre 2012) y 4) seca (febrero 2013). La informacion climatologica (temperatura,
humedad relativa, precipitacion y brillo solar) para cada punto y periodo de muestreo fue
obtenida de estaciones meteoroldgicas del IDEAM. Para la finca La Libertad ubicada en la
region de piedemonte, la informacion se obtuvo de la estacion con el mismo nombre
(codigo 3502027), presente en el predio; para la finca La Marina, en terrenos de vega del
rio Ariari, la informacién se obtuvo de la estacion Barbascal — San Martin, Meta (lat: 3,0°
18, 0’ N; | on g:cédigd3500505).20, 0° W

Fueron muestreadas pasturas en rotacion, segln el esquema establecido en la zona,
consistente en rotar o introducir los bovinos a potreros que permanecen libres de animales
por un periodo aproximado de 28 dias. Se recolectd el material vegetal segun las fases de
crecimiento de la pastura previo al periodo reproductivo; a los 14 dias (crecimiento rapido)
y a los 28 dias (crecimiento lento) después de haber iniciado el periodo de descanso. Tres
puntos representativos en cada potrero con un area de 1 m? fueron seleccionados,
cortando las gramineas a la altura que la consumen los animales (2/3 distales) y
muestreando los mismos puntos en cada ocasion. El muestreo se hizo siempre en horas
de la manana (entre 8:00 y 9:00 AM).

Todas las muestras fueron enviadas a la Universidad Nacional de Colombia, Facultad de
Medicina Veterinaria y de Zootecnia sede Bogota, en donde fueron procesadas y
analizadas. Para determinar oxalatos se tomaron aproximadamente 10 g de cada pastura
qgue fueron refrigerados y procesados en el menor tiempo posible seguin la metodologia
descrita mas adelante; para determinar contenido de nitratos, el resto del material fue
secado en horno a temperatura de 60°C por un periodo de 48 horas y molido en molino de

cuchillas.
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4.2.3. Determinacion y cuantificacion de nitratos

La metodologia empleada fue la descrita por Cataldo (1975); un tubo de ensayo con 500
mg de muestra y 50 mL de agua destilada fue puesto en ebullicién por 30 minutos en bafio
de agua, una vez fria la solucion se filtr6 y se transfiri6 a bal6n volumétrico de 50 mL,
completando volumen con agua destilada. Se tomaron 0,2 mL del extracto en tubos de
vidrio de 25 mL y se adicion6 0,8 mL de una soluciéon de &cido salicilico al 5% (p/v) en
acido sulfurico concentrado. Posteriormente se agregaron lentamente 19 mL de solucion
de NaOH 2Ny se permiti6 el desarrollo de color por 24 horas (Cataldo, 1975). Se determiné
la absorbancia de cada muestra con su blanco a una longitud de onda de 410 nm en un
equipo Thermo Scientific® Helio Zeta y se obtuvo la concentracion del analito a través de
comparar con una curva de calibracion que tenia los siguientes niveles de nitrégeno
contenido en nitrato (N-NO3™ preparada a partir de nitrato de sodio): 0; 2,5; 5; 25; 50y 100
pg/mL. El coeficiente de variacion obtenido para los factores de respuesta de estas
concentraciones fue de 9,2% y el porcentaje de recuperacion que se obtuvo a partir de una

muestra enriquecida con nitrato fue del 100%.

4.2.4. Determinacion y cuantificacion de oxalatos

Se cuantificaron los oxalatos totales a través de la metodologia descrita por Harinder et al
(2007). A un gramo de la muestra fresca se le adicionaron 10 mL de HCI 3N,
homogenizando durante 10 minutos (IKA Ultra-Turrax, Staufen, Germany). El contenido se
centrifugd por 5 minutos a 3.000 g, colectando luego el sobrenadante en baldn volumétrico
de 25 mL. El residuo se extrajo nuevamente usando 8 mL de HCI 3 N, colectando el
sobrenadante en el mismo balén y ajustando el volumen con HCI 3 N (Harinder,
Siddhuraju, & Klaus, 2007).

A 5 mL del extracto anteriormente obtenido se le adicionaron 7,5 mL de agua destilada y
2,5 mL de reactivo del acido tungstofosférico (2,5 g Na;WO,4 con 4 mL de HsPO. con
concentracion 1,2 My llevandolo a 100 mL) dejando reaccionar por 5 horas. Se centrifugé
a 3.000 g por 5 minutos, colectando 10 mL del sobrenadante en tubos cénicos para
centrifuga a los que se le ajust6 el pH a 4 - 4,5 con NH4OH. Se adicionaron 2,5 mL de
buffer acetato (pH de 4,5) que contenia 0,45 mol/L de CaCl, y se almacené toda la noche
a temperatura ambiente. Se centrifugd a 3.000 g por 15 minutos para obtener un pellet

compacto. El sobrenadante se descart6 con inversion suave y continua del tubo, evitando
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agitar el precipitado de oxalato de calcio. El precipitado se lavé hasta formar una
suspension fina con 20 mL de una solucion de 4cido acético 0,2 mol/L saturada con oxalato
de calcio, centrifugando y decantando el sobrenadante. Finalmente, el precipitado se
disolvié en 5 mL de acido sulfarico: agua (1:1) y se titulé a temperatura de 60°C con una
solucién estandar de KMnO4 0,01 N, hasta la aparicion de un color rosa tenue. Se calculé
el contenido de acido oxalico teniendo en cuenta que 1 mL de KMnO,40,01 N, titula 45 mg
de acido oxdlico. Con un sustrato carente de &cido oxalico (auyama) enrigquecido, se
calculd un porcentaje de recuperacion del 65%, corrigiendo de esta manera los resultados
a través de multiplicarlos por un factor de 1,54. Igualmente, se elaboraron curvas de
calibracién por triplicado en cinco dias diferentes con oxalato de sodio (5, 10, 50, 100 y
200 mg/100 g), obteniéndose un coeficiente de variacion de los factores de respuesta de
9,5%.

4.2.5. Analisis estadistico

Para cada una de las unidades fisiograficas (piedemonte y vega del rio Ariari) la
concentracion de nitratos y oxalatos presente en Brachiaria spp. fue analizada a través de
un modelo factorial completamente al azar 5*4*2 correspondiente a cinco especies de
braquiaria (B. brizantha, B. decumbens, B. dictyoneura, B. humidicola y el hibrido - B.
ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha), cuatro épocas climaticas (transicion o inicio de
lluvias, lluvias, lluvias ligeras y seca) y dos tiempos posteriores al inicio del descanso de la
pastura (14 y 28 dias post-corte). Este disefio se empled con el fin de determinar cuéles
de los factores (especie, época del afio y estado de desarrollo) son los de mayor influencia
sobre las variables medidas y cual es su contribucién en cada una de las unidades
fisiograficas muestreadas. El interés se centro6 en hallar posibles diferencias entre especies
en la misma época, entre épocas en la misma especie y entre edades en la misma especie

y época. Este modelo cumplié con el supuesto de homogeneidad de varianzas a través de

|l a prueba de O’ Bri en, pnenadas. En al \nexb @ se sefalaniloa b | e s

parametros que indican la solidez estadistica del modelo aplicado.

Con el fin de reconocer los factores climéticos que influyen sobre la concentracion de los
compuestos en Brachiaria spp. se aplicd una correlacion de Pearson entre los parametros

ambientales (temperatura, precipitacion, humedad relativa y brillo solar) y la concentracién

d
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de nitratos y oxalatos. Este andlisis se aplico para la totalidad de los datos, asi como para
cada una de las regiones fisiogréaficas, edades y especies analizadas.

Se empled el software SAS 9.2 para hacer el andlisis estadistico, aceptandose una
significancia de P< 0,1.

4.3. Resultados

La época de muestreo fue seleccionada de acuerdo al histérico de la regién, esperando
contar con pasturas que creciesen en transicion de época seca a lluvia (abril), lluvias (mayo
-juni o), Il luvias ligeras (octubre) posteriores
(diciembre — marzo). Sin embargo, en el principal afio de muestreo (2012), las lluvias que
habitualmente comienzan en el mes de abril, comenzaron intensamente en el mes de
marzo, impidiéndose la recoleccién de las pasturas en la época de transicion. De esta
manera los periodos climaticos en los cuéles se recolectaron las gramineas, fueron: lluvias
iniciales (abril de 2012, caracterizado por un mes previo de precipitaciones), lluvias
avanzadas (junio de 2012 caracterizado por cuatro meses previos de precipitaciones),
lluvias ligeras (octubre de 2012 con menores precipitaciones, posteriores a un periodo
semi-seco) y seca (febrero de 2013 con baja precipitacion). En el capitulo 3, la Figura 3.4
(capitulo 3) sefiala la precipitacion mes a mes en el tiempo en que fueron muestreadas las
pasturas, y en esta se evidencian mayores lluvias en piedemonte. La Tabla 3.1 indica los
pardmetros climatolégicos (precipitacion, temperatura, humedad relativa y brillo solar) para
cada uno de los dos momentos de recoleccion (14 y 28 dias post-corte) en las cuatro
épocas en las que se muestred. Los valores de temperatura y humedad relativa
representan el promedio desde el dia cero hasta el dia del muestreo, mientras que los

demas parametros representan la sumatoria en el mismo periodo.

4.3.1. 16n nitrato

Al promediar la totalidad de las muestras pertenecientes a cada especie, se observa que
las que mas acumularon nitrato, fueron B. decumbens y el hibrido (3.209 + 962 — entre
1.407 y 5.906 ppm- y 2.773 + 817 — entre 1.079 y 4.794 ppm-, respectivamente), seguidas
de B. brizantha (2.486 + 934, entre 1.156 y 5.633 ppm), B. humidicola (2.251 + 648, entre
1.048 y 3.927 ppm) y B. dictyoneura (2.131 + 509, entre 1.156 y 3.539 ppm).
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De las 240 pasturas muestreadas, tan soélo 4 (2%) tuvieron niveles de nitratos por encima
de 5.000 ppm representadas por B. decumbens (2) y B. brizantha (2). Ciento setenta y tres
muestras (72%) presentaron niveles entre 2.000 y 5.000 ppm, que correspondieron el 25%
a B. decumbens (44), el 24% al hibrido (42), el 51% restante fueron B. humidicola (18% -
31), B. brizantha (18% - 31) y B. dictyoneura (15% - 25).

Con el modelo factorial aplicado, se presentaron interacciones entre época, especie y edad
en las dos regiones muestreadas (P<0,1 para piedemonte y P < 0,05 para vega del rio
Ariari - Anexo 4); por lo tanto la concentracién del compuesto depende de la influencia de

estos tres factores.

En la Figura 4.1 se observan las concentraciones promedio de nitrato que alcanzaron las
pasturas en el piedemonte en las cuatro épocas. A los 14 dias post-corte durante la época
de lluvias iniciales y lluvias ligeras las cinco especies de braquiaria acumularon
concentraciones similares de nitrato; al comparar entre especies se evidencia una mayor
concentracion en B. brizantha, B. decumbens y el hibrido durante la época de lluvias

avanzadas y en B. decumbens en época seca.

Dentro de cada especie, acumularon mayores concentraciones (P<0,05) del compuesto B.
brizantha, B. decumbens y el hibrido en la época de lluvias avanzadas, duplicando la
concentracion con respecto a la de lluvias ligeras, cuando se registraron las menores
concentraciones. lgualmente, B. decumbens acumula mayores concentraciones durante la

época seca.

A a los 28 dias de edad de las pasturas (Figura 4.1B), las concentraciones de nitratos se

encuentran homogéneas y no se presentan diferencias significativas.

Al comparar la concentracion de nitratos en las diferentes edades post-corte de la misma
pastura, se observa que B. decumbens acumulé mas esta sustancia a los 14 dias durante
la época seca (P < 0,05). Para las demas especies de braquiaria no se presentaron

diferencias relacionadas con la edad.

En la Figura 4.2 se indican las concentraciones que alcanzaron las especies de braquiaria
en la vega del rio Ariari. Puede apreciarse que se conservan algunos aspectos similares
con respecto al piedemonte: i) A los 14 dias post-corte B. decumbens es la pastura que
acumula mas el compuesto en época seca; ii) también a los 14 dias post-corte pero en

época de lluvias avanzadas B. decumbens y B. brizantha presentan altas concentraciones
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de nitratos (P<0,05), casi duplicando a B. humidicola y a B. dictyoneura, especies con las
menores concentraciones del compuesto; iii) a los 28 dias todas las especies de gramineas
tuvieron un comportamiento similar, salvo que se presento6 una diferencia significativa entre

B. decumbens y B. humidicola durante la época de lluvias iniciales.

En vega, también se presentaron diferencias en la acumulacién de nitratos segun la edad.
B. brizantha y B. decumbens acumulan menor cantidad (P<0,05) a los 28 dias en época

de lluvias avanzadas ocurriendo lo contrario con B. humidicola y el hibrido en época seca.

Las pasturas de mayor edad post-corte presentaron una correlaciéon negativa con el brillo

solar (R=-0,371; P <0,05), que se incrementd en la especie B. brizantha (Figura 4.3).
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Figura 4.1. Concentracion (con base en materia seca) de nitratos en Brachiaria spp. de

piedemonte de los Llanos Orientales de Colombia a los 14 dias (A) y 28 dias (B) post-corte.

Hibrido: B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha.

Letras mindsculas indican diferencias estadisticas entre especies de la misma edad en la misma época.

Letras mayusculas indican diferencias estadisticas en la misma especie de la misma edad entre épocas. n =

3.P<01



Estudio etnobotanico de plantas toxicas para animales y toxicologia de Brachiaria spp. en los Llanos Orientales de Colombia 149

7.000

6.000

5.000

4.000

3.000

Nitratos (ppm)

2.000

1.000

8.000

7.000

6.000

4.000

Nitratos (ppm)

3.000

2.000

1.000

5.000 |

B B. brizantha

ABb
3928

Bab
B ab 3.494

- 3161
Aab

b 508
Aa

2278

LI. iniciales - abril

14 dias post-corte

BB. decumbens 0O B. dyctioneura B B. humidicola B Hibrido

Bb
Cb 5081

77

LI. avanzadas - junio LI ligeras - octubre

28 dias post-corte

Seca - febrero

M B. brizantha B. decumbens [OB. dyctioneura BB. humidicola B Hibrido

Ab

3739

LI. iniciales - abril

Aa
A a3
2.809
Aa

7 2.13
T

LI. avanzadas - junio Ll ligeras - octubre

Aa
3438

A
a Aa Aa

28743037
3.100

Aa

2 D89

Seca - febrero

Figura 4.2. Concentracion (con base en materia seca) de nitratos en Brachiaria spp. de vega

del rio Ariari de los Llanos Orientales de Colombia a los 14 dias (A) y 28 dias (B) post-corte.

Hibrido: B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha.

Letras minusculas indican diferencias estadisticas entre especies de la misma edad en la misma época. Letras

mayusculas indican diferencias estadisticas en la misma especie de la misma edad entre épocas.

n=3.P<0,05
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Figura 4.3. Correlacion lineal entre brillo solar y concentracion de nitratos en B.
brizantha de 28 dias post-corte presente en los Llanos Orientales de Colombia

4.3.2. Oxalatos

Al promediar la totalidad de las muestras pertenecientes a cada especie, se observa que
las que mas acumularon oxalatos, fueron B. humidicola (179 + 90 mg/100 g; entre 35y 415
mg/100 g) y B. dictyoneura (174 £ 100 mg/100 g; entre 41 y 458 mg/100 g), seguidas de
B. brizantha (102 + 64 mg/100 g; entre 24 y 344 mg/100 g), el hibrido (92 + 58 mg/100 g;
entre 12 y 301 mg/100 g) y B. decumbens (80 + 38 entre 18 y 226 mg/100 g).

Ciento cincuenta y nueve pasturas (66%) presentaron niveles por debajo de 130 mg/100
g, principalmente representadas por B. decumbens (28%), el hibrido (26%) y B. brizantha
(24%); mientras que so6lo el 11% y el 9% de las muestras con estas concentraciones
correspondieron a B. humidicola y B. dictyoneura, respectivamente. Treinta y ocho
muestras presentaron niveles entre 130 mg/100 g y 180 mg/100 g de las cuales el 79%
correspondié a B. humidicola (42%) y a B. dictyoneura (37%), 8% a B. brizantha, 8% al
hibrido y 5% a B. decumbens. Finalmente, 43 pasturas (18%) presentaron niveles de
oxalatos superiores a 180 mg/100 g de las cuales el 77% fueron B. humidicola (12%) y B
dictyoneura (37%), 14% B. brizantha, 7% el hibrido y 2% B. decumbens.

Con el modelo factorial aplicado, se presentaron interacciones de primer orden entre época

y especie en las dos regiones muestreadas, independientes del tiempo post-corte (P <0,01
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Anexo 4). Por lo tanto la concentracion de oxalatos en Brachiaria spp. se ve influenciada
por el periodo climatico y la especie de braquiaria mas no por el estado de desarrollo de la
pastura. A pesar que en la vega del rio Ariari ocurrid interaccion entre especie y tiempo
post-corte (P<0,01 Anexo 4), esta no se presentd dentro de cada especie con respecto a
los oxalatos acumulados a los 14 y a los 28 dias de inicio de descanso, razén por la cual

no se analiza esta interaccion.

La Figura 4.4 sefiala la concentracion de oxalatos solubles en las pasturas de Brachiaria
spp. tanto para el piedemonte como para vega de rio. En ésta se promedian los dos
tiempos post-corte, ya que estos no influyen sobre la concentracion del compuesto al
comparar la misma especie en diferente estado de desarrollo. Se aprecia que se alcanzan
las mayores concentraciones en el piedemonte en donde B. dictyoneura y B. humidicola
son las especies que mas acumulan oxalatos particularmente en época seca y lluvias
ligeras; en esta Ultima acumulan aproximadamente 2,5 veces mas oxalatos que las demas
especies. En el periodo de lluvias avanzadas (junio), es interesante observar que B.
dictyoneura presenta bajos niveles de oxalatos, siendo una de las especies con menor
concentracion en esta época y registrando niveles casi cinco veces menores que los del
siguiente muestreo; por su parte en esta mismo periodo, B. humidicola es la especie con
mayor contenido del metabolito. Las demas especies concentran menores niveles de
oxalatos siendo estadisticamente iguales entre si y presentando niveles similares a lo
largo del afio, excepto B. brizantha que en época seca logra la mayor concentracion (mas

del triple que lo registrado en lluvias avanzadas).

En la vega del rio Ariari (Figura 4.4B) los mayores niveles de oxalatos también son
alcanzados por B. humidicola y B. dictyoneura en lluvias ligeras y época seca (registran
niveles tres y cuatro veces mayores a los presentes en las demas especies). Al igual que
en piedemonte los oxalatos en B. humidicola difieren estadisticamente a lo largo del afio,
en lluvias ligeras (cuando mas acumula) concentra tres veces mas que en lluvias iniciales
(cuando menos acumula) en tanto que B. brizantha y B. dictyoneura se comportan de
manera similar en cada uno de los muestreos desarrollados a lo largo del afio. De otra
parte, el hibrido presenta diferencias significativas en los niveles de oxalatos en los
diferentes muestreos, concentrando mas en lluvias iniciales cuando registra 3,5 veces mas

gue en época seca.

Al relacionar las concentraciones de oxalatos totales con las pasturas de 28 dias post-

corte, se encuentra una correlacion (P<0,0001) positiva para temperatura (R = 0,550) y
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negativa para humedad R = -0,540. Asi mismo, se mantienen correlaciones altas y
significativas entre estos mismos parametros climaticos y la concentracién de oxalatos, al
analizar por separado Brachiaria spp. de mayor edad, especificamente B. brizantha (Figura

4.5) y B. dictyoneura (Figura 4.6).



Estudio etnobotanico de plantas toxicas para animales y toxicologia de Brachiaria spp. en los Llanos Orientales de Colombia 153

Piedemonte

B 8. brizantha B. decumbens  [OB. dyctioneura BB. humidicola W Hibrido
Bb
Bb chb 257

450

Oxalatos totales (mg/100g)

LI iniciales - abril LI. avanzadas - junio LI ligeras - octubre Seca - febrero

Vega del rio Ariari

B 250 O 8. brizantha B. decumbens [0 B. dyctioneura B B. humidicola B Hibrido
1 Ch
251
300 -
Aa BCa
— 148 b
o T A
8 250 4 Ba 179
= 124
E a0
-] Aa
=
S 150 - Aa
v Aa
% _ s Aa ABa
g 100 - [F] 50
3 s
50 -
0 T
Ll iniciales - abril Ll. avanzadas - junio LI ligeras - octubre Seca - febrero

Figura 4.4. Concentracion con base en materiahimeda de oxalatos totales en Brachiaria spp.

de los Llanos Orientales de Colombia en piedemonte (A) y vega de rio Ariari (B).

Hibrido: B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha

Letras mindsculas indican diferencias estadisticas entre especies en la misma época.
Letras mayusculas indican diferencias estadisticas en la misma especie entre épocas.
n=6.P<0,05
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Figura 4.5. Correlacién lineal entre los parametros ambientales y concentracion de
oxalatos solubles (con base en materia hUmeda) de Brachiaria brizantha (28 dias de
edad) presente en los Llanos Orientales de Colombia. A. Temperatura ambiental. B.
Humedad relativa.
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Figura 4.6. Correlacién lineal entre los parametros ambientales y concentracion de

oxalatos solubles (con base en materia hUmeda) de Brachiaria dictyoneura (28 dias

de edad) presente en los Llanos Orientales de Colombia. A. Temperatura ambiental.

B. Humedad relativa.
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4.4. Discusion de resultados

Se reconoce que intoxicaciones agudas en rumiantes se producen con niveles de nitrato
en las pasturas superiores a 10.000 ppm; y que concentraciones entre 5.000 y 10.000 ppm
tienen el potencial de intoxicar (Nicholson, 2012). En esta investigacién, tan sélo el 2% (4
de 240) de las muestras superaron la concentracion de 5.000 ppm; de esta manera, bajo
las condiciones en las que se hizo el muestreo, existe una baja probabilidad de que las
pasturas de braquiaria presentes en la region, ocasionen nitritotoxicosis aguda. Sin
embargo, en el 72% de las muestras, la mitad representadas por B. decumbens y el hibrido,
se detectaron niveles de nitrato superiores a 2.000 ppm, reportado como el limite seguro
para animales gestantes (Nicholson, 2012). Adicionalmente, algunos autores sugieren que
concentraciones entre 1.500 y 5.000 ppm pueden ocasionar abortos tempranos y reducir
el rendimiento reproductivo, recomendandose la restriccion del consumo de estas pasturas
al 50% de la racion total (Cash, Funston, King, & Wichman, 2006). Se sabe del efecto del
i6n nitrato sobre mecanismos hormonales, reconociéndose que puede afectar la sintesis
de tiroxina en la glandula tiroides al alterar directamente el transporte de yoduro e
interrumpiendo el eje hipotalamo-hipdfisiario, también encargado de estimular la
esteroidogénesis. A su vez el i6n nitrato puede ocasionar una mayor concentracion
intracelular de CI- que conduce al descenso en el cAMP y de esta manera a la alteracion
en sintesis de proteinas esteroidogénicas. Otro mecanismo que se postula es la inhibicién
en el metabolismo del colesterol por alteracion directa del nitrato sobre el grupo heme de
enzimas CYP450 encargadas de la biotransformacion del lipido a esteroides (Guillette &
Edwards, 2005; Poulsen, Cedergreen & Hansen, 2017).

Los niveles de nitrato superiores a 2.000 ppm presentes en la mayoria de las muestras
(72%), probablemente estén relacionados con la acidez de los suelos propia de la
Orinoquia. Vessey, Henry, Chaillou, & Raper (1990), afirman que las plantas que crecen
en suelos 4cidos tienen un mayor contenido de nitrato, aparentemente porgue una mayor

concentracion de H* reduce el potencial de membrana y facilita la absorcién de NOs'.

Mientras que a los 28 dias post-corte hay homogeneidad en la concentracion de nitrato
entre Brachiaria spp. en piedemonte y la Unica diferencia que ocurre en vega, es en el
muestreo de abril, a los catorce dias existen importantes diferencias entre especies y
épocas de recoleccion. Teniendo en cuenta que el nitrato en las plantas es un compuesto

intermediario en la formacion de aminoacidos (Cash et al., 2006), estas diferencias reflejan



Estudio etnobotanico de plantas toxicas para animales y toxicologia de Brachiaria spp. en los Llanos Orientales de Colombia 157

gue son las gramineas jovenes las que presentan una mayor dinamica de incorporaciéon
de proteinas al tejido vegetal. Las braquiarias aqui muestreadas provenian de pasturas
establecidas que bien por pastoreo o corte fueron defoliadas para dar lugar al rebrote. Se
considera que a los 14 dias de edad estan en fase de rapido crecimiento y que a los 28,
estan préoximas a la fase reproductiva (Sierra, 2005). El hecho de que el estado de
desarrollo de la pastura influya sobre la concentracién del compuesto, también se reflejé
en que B. decumbens presentase 60% mas nitrato a los 14 dias post-corte en piedemonte.
En vega se presentd la misma tendencia en época de lluvias; por el contrario, en época
seca se present6 el doble de concentracion a los 28 dias en B. humidicola y el hibrido.
Esto demuestra que son diferentes factores los que intervienen en la acumulacion de
nitratos en los forrajes y que ademas de estado de desarrollo, las condiciones climaticas y

la fertilizacion del suelo también influyen.

Existen diferencias en la capacidad de las plantas para concentrar nitratos, en Colombia

s e reconocen algunas poaceas acumul adoras”’
consumidas por los animales, dentro de ellas estdn Andropogon bicornis, Brachiaria
mutica, Lolium perenne, Panicum maximum, Pennisetum purpureum, Sorghum bicolor y
Zea mays (Diaz, 2010). En la planta los nitratos son la principal fuente de nitrégeno y son
indispensables para la biosintesis de proteinas y acidos nucleicos; se acumulan en las
vacuolas donde ejercen funciones de osmorregulacion especialmente en ausencia de otros
osmorreguladores importantes (azucares, sodio, cloruro) (Cavaiuolo & Ferrante, 2014). En
este estudio fueron B. decumbens y el hibrido las que mas acumularon y B. dictyoneura y

B. humidicola las que menos lo hicieron.

La época del afio influye sobre la concentracion de nitratos en las plantas, reportdndose
gue acumulan en mayor medida en transicion climatica (Steinke, 2012). Trheebilcock &
Montoya (1980) analizaron la presencia de nitratos en Brachiaria sp. del departamento de
Coérdoba (Colombia), y confirman las mayores concentraciones del compuesto en el
cambio de época seca a época lluviosa, pero a niveles no tdxicos. En la presente
investigacion se plane6 hacer un muestreo de las gramineas al iniciar las primeras lluvias
tras la prolongada sequia, sin embargo 2012 fue un afio de elevadas precipitaciones en
Colombia y las lluvias iniciaron rapidamente en el afio, ante lo cual se dificulté contar con
Brachiaria spp. recolectada en época de transicion climatica. En marzo, cuando
esporadicamente ocurren precipitaciones, en ese afio ya habia llovido casi todo el mes

(pluviosidad de 379,2 mm); asi, al momento del primer muestreo en abril, se contaba con
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5 0 6 semanas de lluvias previas. Segun Steinke (2012), el periodo méas crucial de
acumulacién del i6n nitrato en gramineas es en la primera o segunda semana de lluvias
significativas tras un periodo de sequia, con lo cual de haberse logrado el muestreo 3 0 4
semanas antes en el presente estudio, la concentracion de nitratos quiza hubiese sido

superior.

Al correlacionar los factores climaticos el brillo solar influyé de manera negativa sobre la
concentracion del compuesto especialmente para B. brizantha. Se reconoce que la
intensidad luminica es uno de los principales factores que influyen sobre el contenido de
nitratos en las plantas (Umar & Igbal, 2007). Cuando baja la disponibilidad de luz (menor
brillo solar) se acumula el nitrato porque se restringe la actividad de la enzima nitrato
reductasa sin que se disminuya la absorcién del compuesto (Huber, Huber, Campbell, &
Redinbaugh, 1992).

Es interesante observar como los mayores niveles de nitrato (4.494 ppm) en el piedemonte
se alcanzan en época seca en B. decumbens cuando hay condiciones de alto brillo solar.
Es importante mencionar que en veranos intensos la nitrificacién en el suelo por parte de
las bacterias se incrementa y esto puede conducir a que el nitrato se acumule en el forraje
(Osweiler, 1996). Adicionalmente, la presencia en el suelo de fertilizantes organicos o
minerales puede conducir a una mayor acumulacion del compuesto (Umar & Igbal, 2007);
en este sentido, en las praderas muestreadas habia rotacion de animales y por ende
disponibilidad de materia organica que pudo influir en la acumulacién del nitrato en este

caso particular.

En esta investigaciébn se reportaron los mayores niveles de oxalatos totales en B.
humidicola y B. dictyoneura, especies altamente relacionadas. Se considera que niveles
de oxalatos solubles de 2,0 y 0,5% pueden ocasionar toxicosis aguda en rumiantes y
equinos, respectivamente (Libert & Franceschi, 1987) y que concentraciones de 0,13 a
0,18% (equivalentes a 130 mg/100 g y 180 mg/100 g), pueden ocasionar condiciones
Oseas subclinicas, principalmente en equinos (Marais, 2001). En esta investigacion, en
ninguna pastura se registraron niveles superiores al 0,5%, presentandose la méaxima
concentracion (0,46 % 6 460 mg/100 g) en una muestra de B. dictyoneura procedente de
piedemonte, recolectada en época seca; sin embargo, el 69, 63 y 23% de B. humidicola, B
dictyoneura y B. brizantha, respectivamente, registraron niveles superiores al 0,13%, lo

gue supone riesgo de enfermedad subclinica en equinos que pastoreen continuamente.
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Por su parte, los rumiantes resultan mas resistentes a los oxalatos, dada la capacidad
adaptativa suministrada por la bacteria Oxalobacter formigenes capaz de producir dioxido
de carbono y formato a partir de esta sal (Sidhu et al., 1997).

En las plantas, el &cido oxalico puede formar sales solubles con Na*, K* y NHs* y también
puede unirse a Ca?* y Mg?* dando lugar a los oxalatos insolubles; la sumatoria de estos
dos tipos de sales corresponde a los oxalatos totales (Rahman & Kawamura, 2011). En
gramineas como la Setaria splenda, reconocidas por concentrar oxalatos, entre un 80 y
92% de este compuesto corresponde a los de tipo soluble (Rahman et al., 2014). En esta
investigacion fueron determinados los oxalatos totales que en un alto porcentaje
corresponden a los solubles, como es de esperarse para la familia POACEA. Tanto los
oxalatos insolubles como los solubles pueden resultar téxicos para los animales
herbivoros; los primeros, ademas de irritar mucosas cuando estan presentes en altas
concentraciones (por ejemplo en plantas de la familia ARACEAE como Dieffenbachia picta)
(Diaz, 2010), también disminuyen la disponibilidad de calcio en la dieta ya que se depositan
en tejidos vegetales de baja digestibilidad para los animales (Marais, Barnabas, &
Figenshou, 2016). Por su parte, los oxalatos solubles pueden unirse al calcio sérico una
vez son absorbidos formando cristales de oxalato que se precipitan en los riflones
ocasionando falla renal (Rahman, Abdullah, & Wan Khadijah, 2013).

A diferencia de lo ocurrido con los nitratos, la edad en Brachiaria spp. no fue un factor
determinante que influyera sobre la concentracion de oxalatos. Esto contrasta con lo
reportado por (Rahman & Kawamura, 2011) quienes sostienen que son las plantas jovenes

y de rapido crecimiento las que principalmente acumulan el compuesto.

B. humidicola y B. dictyoneura concentraron mas oxalatos en la época seca y en la de
menores precipitaciones (lluvias ligeras). Poco ha sido estudiada la influencia de los
factores ambientales sobre la concentracion de oxalatos en las plantas, sin embargo en
paises con estaciones se reporta que en espinacas (Spinach oleracea), reconocidas por
su alto contenido de oxalatos, hay mayores niveles de esta sustancia durante el verano
cuando las plantas crecen de maneraactiva( Ca |l i s k algualméht@ 8nGojrajes como
Pennisetum purpureum en esta misma estacion, se han registrado niveles de 3,77%,
diferentes a los reportados en otofio (1,76%) (Rahman, Niimi, Kawamura, & Ishii, 2006).
Ademas, se reconoce que es en las pasturas tropicales mas que en las procedentes de
regiones templadas, donde se acumulan mayores niveles de este compuesto (Rahman &

Kawamura, 2011). Todo lo anterior coincide con lo aqui reportado, en donde se aprecia
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una correlacion significativa y positiva entre la temperatura y los niveles de oxalato

alcanzados por Brachiaria spp.

Son varias las especies de gramineas que concentran oxalatos, dentro de las cuales estan
Cenchrus ciliaris, Oryza sativa, Panicum maximum, Paspalum dilatum, Pennisetum
clandestinum y Setaria sphacelata, entre otros (Libert & Franceschi, 1987). En Brachiaria
spp. poco han sido reportadas las concentraciones de este compuesto; sin embargo se
han registrado niveles de 0,13 y 0,92 % en pasturas establecias en Australia (Jones &
Ford, 1972) y de 1,26 a 2,0% en B. humidicola procedente de Brasil (Puoli Filho, Costa,
De Beni Arrigoni, & Silveira, 1999). En los Llanos Orientales de Colombia, se ha
relacionado el consumo de B. humidicola con la presentacion de alteraciones éseas en
equinos. El consumo continuo (entre 2 y 8 meses) de pasturas con niveles de oxalatos
iguales 0 mayores a 0,5% por parte esta especie, puede causar hipocalcemia (Stewart &
Liyou, 2010). Otros autores, sin embargo reportan enfermedad subclinica en equinos con
el consumo de forrajes que concentren niveles de oxalato de entre 0,13 y 0,18%. Este es
el primer reporte que documenta los niveles de oxalato en Brachiaria spp. establecida en
Colombia. Las especies de esta graminea que pueden suponer riesgo para los animales
de los Llanos Orientales, especialmente para los equinos son B. humidicola y B
dictyoneura, principalmente en épocas de baja precipitacion. Igualmente, B. brizantha,
especialmente en piedemonte y en época seca, puede contener niveles que algunos

autores han considerado causantes de enfermedad ésea subclinica en equinos.

El presente estudio demuestra que bajo las condiciones en las que fue realizado el
muestreo, el consumo de Brachiaria spp. no supone riesgo de intoxicacion aguda por
nitrato, sin embargo, podria ocasionar bajo rendimiento reproductivo en los animales. Los
niveles de nitrato en Brachiaria spp. dependen de la interaccién entre la especie, la edad
y la época del afio, aprecidndose que es B. decumbens y el hibrido especialmente en
época de altas precipitaciones, las que mayor concentracion presentan. En las pasturas
jévenes de 14 dias de edad se observan las mayores diferencias entre especies y épocas,

resultando mas homogénea la concentracion a los 28 dias de edad.

De otra parte Brachiaria spp. tampoco supone riesgo de intoxicacién aguda por su
contenido de oxalatos; sin embargo B dictyioneura, B. humidicola y en ocasiones B.
brizantha, pueden concentrar niveles que han sido reportados como causantes de

enfermedad subclinica en equinos. La dinamica de incorporacion de oxalatos en estas
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pasturas depende de la interaccidn entre especie y época del afio, sin importar la edad. Es
en época de menores precipitaciones y en sequia cuando se observan mayores

concentraciones de oxalatos en Brachiaria spp.

Se recomienda analizar no sélo los oxalatos totales, sino también los solubles y ademas
determinar nitratos antes de dos semanas del inicio de lluvias tras la época de sequia con
el propésito de observar la real influencia de la transicion climatica en la acumulacion de

este compuesto.
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Anexo 4

Tabla A.4.1. Pardmetros estadisticos del modelo factorial aplicado a las variables

nitratos y oxalatos

Varianza
del
Unidad Variable Varianza cv O’ Br | SW
. . modelo
fisiogréfica del error
Pr>F P<W
Piedemonte Nitratos 1491219,7 | 245338,9 | 0,7476 | 20,76 | 0,2340 | 0,0152
Oxalatos 23633,7 2149,2 0,8427 | 33,48 | 0,1465 | <0,0001
Vega Nitratos 4560926,0 | 433550,1 | 0,8368 | 22,68 | 0,0816 | <0,0001
Oxalatos 11022,10 | 1830,58 | 0,7459 | 38,00 | 0,0661 | <0,0001

SW: Prueba de Shapiro Wilk para normalidad del error.

Tabla A.4.2. Significancia de las interacciones en el modelo factorial 5*4*2 (especie,

épocay edad) en piedemonte y vega de rio paralas variables nitratos y oxalatos

Finca Variable | Ep*Es*Ed | Es*Ed | Edad Ep*Es | Especie | Epoca

Piedemonte | Nitratos 0,0607 0,5381 | <0,0001 | 0,0281 | <0,0001 | <0,0001
Oxalatos | 0,0917 0,2495 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001

Vega Nitratos 0,0005 <0,0048 | 0,1296 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0005
Oxalatos | 0,8484 0,0072 | 0,6693 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
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Resumen

En los Llanos Orientales de Colombia, tres grupos de cinco ovejas criollas de pelo o camuros (Ovis
orientalis) de tres meses de edad nunca antes expuestas a Brachiaria spp. fueron alimentados cada
uno con B. brizantha, B. decumbens o heno de pangola (Digitaria eriantha) por 90 dias. Los
animales permanecieron estabulados y se expusieron diariamente a luz solar. Fueron examinados
clinicamente cada semana y mensualmente se tomaron muestras sanguineas para cuadro
hematico y quimica sanguinea. Las pasturas fueron negativas para recuento de esporas de
Pithomyces chartarum y tuvieron una concentracion de protodioscina de 1,85% (B. decumbens) y
de 1,07% (B. brizantha). No se presentaron signos clinicos salvo una tendencia a menor ganancia
de peso en las ovejas alimentadas con Brachiaria spp. que igualmente presentaron leve aumento
en la actividad de AST vy significativo incremento en la de GGT. En algunos de estos individuos
después de un mes de consumo se presentd leve disminucion de albdimina, PPT y creatinina. Tres
individuos expuestos a braquiaria aumentaron los niveles de fibrindgeno. Al finalizar los 90 dias de
exposicién tres animales de cada grupo fueron sacrificados sin que se presentaran hallazgos de
patologia macroscdépica. En la histopatologia de los animales expuestos a Brachiaria spp. se
observd degeneracion hidropica de hepatocitos, fibrosis periportal, macréfagos espumosos en
higado y érganos linfaticos y atrofia severa de vellosidades gastrointestinales, entre otros hallazgos.
Se calcul6 una dosis de saponina consumida por los animales de 1850 mg/kg con B. decumbens y
de 1100 mg/kg con B. brizantha.

Palabras clave: Brachiaria decumbens, Brachiaria brizantha, Orinoquia colombiana, protodioscina,
intoxicacion.
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5.1. Introduccioén

A pesar de su alta presencia en Colombia y en regiones tropicales de todo el mundo, varias
especies de Brachiaria han sido causa de intoxicacibn en rumiantes; la mas comun
ocasionada por saponinas esteroidales que conducen a lesion hepatobiliar vy

fotosensibilizacion (Diaz, 2010).

En el rumen las saponinas consumidas en la braquiaria se hidrolizan, saturan y
epimerizan, y una vez los compuestos derivados llegan al higado se combinan con &cido
glucurénico generando un conjugado altamente litogénico que se deposita en canaliculos
biliares. De esta manera se origina lesién hepatica y obstruccion en el flujo biliar
permitiendo que la filoeritrina fotoactiva procedente de la clorofila, entre en circulacion y

ocasione lesiones dérmicas (Miles et al., 1992, 1993).

Otro compuesto asociado a Brachiaria que puede generar fotosensibilizacién es la
esporodesmina, micotoxina producida por el hongo Pithomyces chartarum que causa
fotosensibilizacion hepatdgena asociada a colangitis obstructiva (Tokarnia, Dobereiner, &
Vargas, 2000); sin embargo no todas las cepas del hongo cuentan con la capacidad para
producirla (Mortimer & Ronaldson, 1983). Se considera que recuentos de P. chartarum
superiores a 100000 esporas por gramo son peligrosos y podrian alertar sobre la posible

produccion de la esporodesmina por parte del hongo (DiMenna, Smith, & Miles, 2009).

La intoxicacién por braquiaria ha sido descrita en bovinos, ovinos, caprinos, bubalinos,
camélidos y equinos (Riet-Correa et al., 2011). Dentro de los rumiantes los bovinos son
mas resistentes que los ovinos y los animales jévenes, recién destetados, mas
susceptibles que los adultos (Riet-Correa, Pfister, Schild, & Panter, 2009). Igualmente, se
reconoce que el contacto por primera vez con la graminea, hace que los animales sean

mas propensos a la intoxicacion con Brachiaria spp. (Saturnino et al., 2010).

Los brotes de intoxicacion con B. decumbens son esporadicos y vastas areas de pasturas
pueden ser consumidas sin problemas. Adicionalmente, algunos intentos experimentales
por reproducir la toxicosis han resultado fallidos, lo que indica que los animales pueden
tener resistencia individual a esta enfermedad (Assumaidaee, Zamri-Saad, Jasni, &
Noordin, 2010).
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En 1982 en los Llanos Orientales de Colombia, se definieron algunos aspectos
epidemioldgicos de la intoxicacion con Brachiaria reportando fotosensiblizacion en el 4,7%
de bovinos que pastorean esta graminea y mortalidad del 2,7%, sugiriendo que los
animales jévenes, entre 7 y 18 meses son mas susceptibles. Ilgualmente se reporté que
los casos se presentaban en la transicion de época seca a época lluvia y viceversa (Garcia,
Aycardi, Zuluaga, Rivera, & Henao, 1982).

En la intoxicacion asociada al consumo de Brachiaria spp. inicialmente se presenta
anorexia, hipotonia ruminal, depresion, resequedad en mucosas y heces. Posteriormente,
puede observarse dermatitis en areas desprovistas de pelo y en piel escasamente
pigmentada, incluyendo cara, orejas y region perineal. Se aprecia también descarga nasal,
ocular, salivacion, ictericia, prurito intenso en la region afectada y movimientos recurrentes
de cabeza y cola. Opacidad corneal y ceguera pueden observarse en casos avanzados.
La actividad sérica de la GGT (gama glutamil transferasa), la fosfatasa alcalina y AST
(aspartato amino transferasa) se incrementan asi como las bilirrubinas (Riet-Correa et al.,
2009).

En la necropsia el higado aparece de mayor tamafio, amarillento, hemorragico, con
incremento del patrén lobular y de la consistencia. La vesicula biliar se distiende y presenta
la pared edematosa. Puede haber también edema en la pelvis renal y la orina presentar
coloracién amarilla oscura o café. Las lesiones histolégicas aparecen en los hepatocitos
periportales o en células de ductos biliares y se caracterizan por degeneracién, necrosis,
proliferacion de estas Ultimas, colangitis, pericolangitis y fibrosis periportal. La presencia
de cristales birrefringentes en el lumen de algunos ductos biliares es un hallazgo coman.
Los macr6fagos espumosos, algunos de ellos con cristales en su interior, frecuentemente
se observan en el higado, nédulos linfaticos locales e intestino (Brum et al., 2009;
Driemeier, Colodel, Seitz, Barros, & Cruz, 2002; Riet-Correa et al., 2009).

En Colombia en las décadas del 70 y 80 se hicieron importantes aportes al estudio de la
Brachiaria que no fueron adecuadamente difundidos. Barrera (1976), alimenté bovinos de
8 a 9 meses de edad con B. decumbens, libre del hongo P. chartarum, por 64 dias,
logrando reproducir la presentacion de lesiones hepaticas y sugiriendo como compuesto
responsable a las saponinas. Amador et al. (1980), confirman a las saponinas como el
compuesto responsable de la intoxicacion al administrar fracciones enriquecidas a cobayos

registrando lesiones histopatolégicas en higado. Infortunadamente estos estudios no
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tuvieron continuidad en el pais ni se publicaron los resultados en revistas cientificas. El
presente estudio presenta los resultados obtenidos luego de alimentar ovejas jévenes por
un periodo de tres meses con B. decumbens y B. brizantha, procedente de los Llanos
Orientales de Colombia, pasturas que han resultado positivas a la presencia de saponinas

esteroidales.

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Lugar de experimentacion

El experimento fue realizado entre octubre y diciembre de 2013, en el predio La Marina
(lat:3° 37" N; | o,veggeda La BRefodndd, muéipio de San Martin de los Llanos,
departamento de Meta; donde existen praderas de las braquiarias con las que fueron
alimentados los animales (Brachiaria decumbens y Brachiaria brizantha). De acuerdo a los
resultados expresados en los capitulo 4 y 5 del presente documento, se considerd exponer
un grupo de animales al hibrido (B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha), sin
embargo la dificultad de obtener suficiente material vegetal debido a condiciones climaticas
de sequia y a la escasez de potreros con esta pastura, no hizo posible que se pudiese
contar con este grupo experimental. Las condiciones climaticas durante la duracion del
ensayo, de acuerdo a la estacion meteorolégica del IDEAM, Barbascal, ubicada en San
Martin Meta (1l at: 3, 0° —Ic8djg® 3501505) cdrrespogdierorya3 , 0 ° 20
precipitaciéon total de 540 mm, humedad relativa de 86,7% y temperatura promedio de
25,2°C.

5.2.2 Animales

Este estudio fue avalado por el comité de ética de la Facultad de Medicina Veterinaria y de
Zootecnia a través del oficio CBE-FMVZ 001 del 10 de marzo de 2011. Fueron adquiridas
20 ovejas de pelo o camuros (Ovis orientalis) con una edad aproximada de 3 meses en el
municipio de Mesetas - Meta, procedentes de una finca libre de pasturas de Brachiaria

spp. Durante el periodo de aclimatacion (un mes) los ovinos fueron alimentados con heno
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de pangola (Digitaria eriantha) el cual se comprobé libre de protodioscina a través de
HPLC. Antes de iniciar la alimentacién con Brachiaria spp. se verifico el buen estado de
salud de los individuos, para ello fueron sometidos a tratamientos contra helmintos y
coccidias (albendazole 7,5 mg/kg y sulfa-trimetropin 10 mg/kg, respectivamente, cada 24
horas por 3 dias), exdmenes clinicos y pruebas de patologia clinica. Una vez cumplido el
tiempo de adaptacion, se seleccionaron las 15 ovejas con mejor condicion corporal y fueron
separadas en grupos de 5 individuos, de acuerdo a los tratamientos asignados (B.
decumbens y B. brizantha y control alimentadas con heno de pangola - Digitaria eriantha).
El peso inicial de los ovinos fue en promedio 13,9 kg + 1,1 kg oscilando entre 12 y 16 kg.
Los animales permanecieron estabulados y las pasturas ofrecidas a voluntad, con un
tiempo de rebrote de aproximadamente 28 dias, fueron cortadas diariamente a dos
centimetros del suelo. Se garantizé un consumo minimo diario del 10% del peso corporal.
Durante el periodo experimental los animales fueron suplementados con sal mineralizada
y con alimento comercial para rumiantes (Solla ®) a razén de 200 g/dia. Diariamente eran
sacados de sus establos a fin de recibir luz solar directa entre las 6:00 AM y las 12:00 M,

asegurando el consumo exclusivo de su respectivo tratamiento.

5.2.3 Examen clinico y pruebas paraclinicas

Los ovinos fueron sometidos cada semana a un riguroso examen clinico, que tuvo en
cuenta todos los sistemas, siguiendo los lineamientos de Problema Orientado al
Diagndstico, consignando los resultados en historias clinicas individuales. Se registr6 el
peso antes de iniciar la experimentacién, y posteriormente cada mes con el fin de

establecer las variaciones ocasionadas por el consumo de las pasturas.

Cada mes a las ovejas se les tomé, mediante puncion yugular, muestras de sangre cony
sin anticoagulante, que fueron analizadas en el Laboratorio Clinico de la Facultad de
Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota

mediante protocolos estandarizados de hematologia y bioquimica sanguinea.

A las muestras de sangre con anticoagulante (EDTA) se les realiz6 hemograma incluyendo
hematocrito (a través de la técnicas de microhematocrito), recuento de glébulos blancos
en cdmara hemocitométrica y recuento diferencial sobre 200 células en frotis sanguineo
tefiido con Wright (Moritz, 2010). El conteo absoluto de leucocitos fue hecho a partir del

recuento total y el porcentaje hallado en el diferencial. Las proteinas plasméticas fueron
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determinadas por refractometria en el plasma sanguineo (Moritz, 2010). En esta misma
fraccion se cuantifico el fibrindgeno a través del método de precipitacion selectiva por calor
(Meyer & Harvey, 2004).

Las muestras de sangre sin anticoagulante, tomadas con activador de coagulacion y gel
separador, fueron centrifugadas a 3.500 rpm, para obtener el suero y se analizaron
mediante la metodologia de quimica seca de Jhonson y Jhonson Vitros DT60Il ® para
determinar albumina, actividad de enzimas hepaticas (AST, GGT) y marcadores de
integridad renal (urea y creatinina) (Hoffmann & Solter, 2008), utilizando un equipo
BioSystems BTS 350.

Los valores de referencia que se tuvieron en cuenta, son aquellos reportados en literatura
para la especie (Pugh & Baird, 2002). Adicionalmente, para reconocer los parametros
basales propios de la raza influenciados por condiciones ambientales y de manejo en la
region, se tomaron en cuenta los datos obtenidos en el total de ovejas aclimatadas (20).
Con los datos obtenidos se establecieron los valores de referencia locales que

corresponden al minimo y maximo obtenido para cada parametro.

5.2.4. Estudio patoldgico

Al finalizar la experimentacion tres ovejas de cada grupo fueron sacrificadas empleando
Euthanex ®. Se desarroll6 necropsia sistematica y completa fijando los tejidos, minimo por
24 horas, en formaldehido bufferado al 3,7%. Posteriormente se procesaron para la
inclusién en parafina y coloracion de hematoxilina — eosina a través de la técnica de rutina
del Laboratorio de Histopatologia Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia
(Luna, 1968).

Se hizo un analisis anatomopatoldgico detallado de las posibles alteraciones en todos los
organos registrando la extension y severidad de la lesién, asi como la region anatémica
afectada. Todos los tejidos fueron rotulados por una persona ajena, estableciendo asi el

ciego de la evaluacion.
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5.2.5. Pasturas

Una porcién de las pasturas que diariamente eran ofrecidas a los animales se conservé en
refrigeracion. Cada dos semanas todas las partes se mezclaron y homogenizaron con el
objetivo de cuantificar el nimero de esporas de Pithomyces chartarum a través del método
descrito por Di Menna & Bailley (1973) y el contenido de protodioscina por HPLC, de
acuerdo al protocolo de extraccion sugerido por Lima, Haraguchi, Pfister, Guimaraes, &
Diogo (2012) y a las condiciones cromatograficas descritas por Lee, Yoo, & Patil (2010).

Estas metodologias se detallan en los capitulos 3 y 4 del presente documento.

5.2.6. Anédlisis de datos

Los datos clinicos e histopatolégicos fueron analizados de manera descriptiva. Con el peso
final de los animales se realiz6 un andlisis de covarianza en un disefio completamente al
azar en donde el peso inicial fue la covariable, con respecto a la cual se demostr6 el
supuesto de independencia frente al efecto de los tratamientos. Los demas supuestos se
cumplieron, se empled material experimental homogéneo, los tratamientos fueron
aleatorizados entre los animales, la media del error experimental fue cero (0) (la varianza
total se descompuso a través del método de los minimos cuadrados en el que u=0 es una
constante) y la homogeneidad de varianzas se comprobé con la prueba de Levene. Todo

lo anterior segun lo descrito por Martinez, Martinez, & Martinez, 2011.

A las variables paraclinicas se les aplicé un disefio completamente al azar con medidas
repetidas contemplando los mismos supuestos del analisis anterior, salvo que la
homogeneidad de varianzas se prob¢ a través del método gréfico. A las variables en las
gue se indicaron diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05), se les realizé una

prueba de comparaciones no planeadas de Tukey fijando el factor tiempo.

Teniendo en cuenta la relevancia de la variable GGT en esta investigacion y que al
promediar las mediciones hechas mes a mes en cada tratamiento, se presentaron
diferencias significativas, para esta variable se aplicé un disefio completamente al azar

para establecer las diferencias entre las pasturas y entre los meses.

Se empled el software SAS 9.2 para hacer el andlisis estadistico, aceptandose una

significancia de P< 0,05.
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Con los datos del peso, la concentracion de protodioscina y asumiendo un consumo
minimo de la pastura del 10%, se calcul6 la dosis (en mg/kg) de la saponina ingerida por
los animales. Este dato fue obtenido cada dos semanas y se establecié un promedio con

las seis mediciones registradas a lo largo de los 90 dias de experimentacion.

5.3. Resultados

Todas las ovejas ganaron peso de manera significativa en el transcurso de la
experimentacion y aunque no se presentaron diferencias entre tratamientos, si hubo una
tendencia a que el peso final de los animales alimentados con Brachiaria spp. fuera menor
al de los animales control (control: 31,8 £+ 0,9 kg; B. brizantha: 28,4 + 3,6 kg y B.
decumbens: 28,9 £ 1,1 kq).

En el transcurso del experimento no se presentaron hallazgos clinicos que insinuaran
alteraciones fisioldgicas en los animales. Las Tablas 5.1 y 5.2 muestran los resultados del
cuadro hemético y de quimica sanguinea, respectivamente, en cada medicion para cada
uno de los tratamientos experimentales; aqui se sefalan los valores de referencia, tanto
los reportados en literatura como los obtenidos en la zona, estos ultimos empleados como
punto de comparacion. Los valores del cuadro hematico y de quimica sanguinea al
momento de iniciar la experimentacion (no mostrados) estuvieron dentro de los valores de
referencia. El andlisis estadistico de medidas repetidas no indicé interaccion entre la
pastura y el tiempo para los resultados del cuadro hematico (P < 0,05). Los resultados
promedio para cada pardmetro del hemograma en cada una de las mediciones, estan
dentro de los valores normales para la especie. Al comparar con los parametros locales
obtenidos en ovejas sanas, se aprecia una leve tendencia en el tratamiento con B.
brizantha al segundo mes de consumo, a que el hematocrito aumente. Lo mismo sucede
con algunos individuos en los demas tratamientos, cuyo valor maximo es superior a lo

reportado como habitual en la region.

Con relacién a los resultados de quimica sanguinea (Tabla 5.2) se presenta una tendencia
a que la actividad promedio de AST sea mayor en los animales que consumieron Brachiaria
spp., sin que ningun individuo sobrepase el parametro que se considera normal. Los
animales alimentados con Brachiaria spp. presentan aumento en la actividad de GGT,

manifestandose después de dos meses de consumo. Al promediar todas las mediciones
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de la enzima en cada uno de los tratamientos (n=15), hay efecto de la pastura; sin
embargo, ya que el tiempo de consumo de Brachiaria influye sobre la actividad de la
enzima, se analizan por separado en los meses 1y 2, cuando los animales alimentados

con B. decumbens presentaron significativamente la mayor actividad (Figura 5.1).

La concentracion de fibrinbgeno permanece dentro de los parametros normales, a
excepcion del aumento registrado al tercer mes de consumo cuando un animal alimentado
con B. brizantha registra 600 mg/dL y tres ovejas que consumieron B. decumbens,
sobrepasan los niveles limite (700, 1000 y 1000 mg/dL). Para la albumina los valores
promedio en todas las mediciones se encuentran dentro de los parametros de referencia,
sin embargo algunos individuos expuestos a Brachiaria spp. registraron niveles inferiores
de esta proteina. La urea se encontré dentro de los valores normales en todas las

mediciones hechas.

Las Unicas interacciones significativas entre la pastura y el tiempo que se presentan bajo
el modelo de medidas repetidas ocurren con las variables creatinina y PPT. En general, se
registran niveles de creatinina dentro de los reportados como de referencia, exceptuando
los promedios obtenidos tras el segundo mes de tratamiento con braquiarias. Los animales
gue consumieron B. brizantha presentaron menor concentracion de creatinina en este
muestreo (mes 2), valor que fue significativamente diferente al registrado en el primer y
tercer mes. Adicionalmente, las concentraciones minimas de creatinina en el mes 2 fueron
de 40 y 55 ymol/L respectivamente para B. brizantha y B. decumbens, valores inferiores a
los de referencia asumidos para la region. A pesar de esto, hacia el tercer mes se reportan

todos los animales con valores normales.

Todos los valores de PPT se registran dentro de los parametros de referencia locales, se
aprecia que existen diferencias estadisticas entre el resultado obtenido en el grupo control
(7,2 £ 0,8 g/dL) y el de B. brizantha (5,8 £ 0,7 g/dL) tras el primer mes de consumo.
Igualmente este ultimo valor difiere (P<0,05) con el registrado en los mismos animales al
segundo mes de experimentacion (7,3 £ 1,2 g/dL). A pesar de estas diferencias, la

concentracion de PPT estuvo dentro de los pardmetros esperados.

A la necropsia de los tres animales de cada grupo, seleccionados para eutanasia, no se
evidenciaron alteraciones macroscopicas; los principales hallazgos histopatologicos de

estas ovejas se relacionan en la Tabla 5.3, en la cual se detalla el nUmero de animales que
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presentd la lesion y si esta fue leve, moderada o severa. Las Figuras 5.1 a 5.3 muestran
los principales hallazgos histopatoldgicos. Todos los animales alimentados con Brachiaria
spp., presentaron cambio hidropico en hepatocitos entre leve y moderado; fibrosis portal
se evidencié en dos de los tres animales alimentados con B. brizantha y en uno alimentado
con B. decumbens; dos animales de cada tratamiento con braquiaria presentaron infiltrado
mononuclear portal y una oveja de cada tratamiento con esta graminea presenté

macrofagos espumosos en higado.

En piel los hallazgos microscdpicos que mas prevalecieron en las ovejas alimentadas con
B. decumbens fueron infiltrado linfoplasmocitario multifocal con eosinéfilos y cambios
microcirculatorios (edema perianexal y perivascular y discretas hemorragias), hallazgos
presentes en dos ovejas. En una oveja alimentada con B. brizantha se presenté
hiperqueratosis ortoqueratotica y en dos se observé infiltrado linfoplasmocitario; esta Ultima

lesion fue también observada en un individuo del grupo control.

Todos los animales alimentados con braquiaria tuvieron atrofia y fusion de vellosidades en
grado severo y dos animales del grupo control también la presentan, pero en menor
intensidad. En dos de los animales que consumieron B. decumbens se presenta reduccién
de las glandulas gastrointestinales (abomaso e intestino). En este mismo sistema se
aprecia migracion leucocitaria intraepitelial e infiltrado mononuclear en lamina propia en
todos los animales que consumieron B. decumbens; mientras que en los individuos
alimentados con B. brizantha estas mismas lesiones ocurrieron en uno y dos individuos,
respectivamente. El infiltrado linfoplasmocitario en lamina propia, se aprecié en un

individuo control.

Finalmente, en los drganos linfoides, que incluyeron ganglios mesentéricos y bazo, se
aprecié en dos ovejas procedentes de cada tratamiento con braquiaria, la presencia de

macrofagos espumosos.

Las pasturas no contenian esporas de Pithomyces chartarum y el contenido de
protodioscina fue en promedio de 1,07 £ 0,26%, con un rango entre 0,86 y 1,50% para B.

brizantha; y de 1,85 + 0,48%, con un rango entre 1,26 y 2,64% para B. decumbens.

Teniendo en cuenta un consumo diario de Brachiaria spp. minimo del 10% del peso

corporal, la concentracion de protodioscina en las pasturas y el peso de los animales, se
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calcul6 la dosis promedio de la protodioscina ingerida. Para B. brizantha fue de 1100
mg/kg y para B. decumbens de 1850 mg/kg, durante los tres meses de exposicion.
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Tabla5.1. Hemograma de ovejas jovenes alimentadas con Brachiaria spp. y Digitaria eriantha
(control) por un periodo de tres meses.n =5

Parametro Control (Digitaria eriantha) B. brizantha B. decumbens
x;leorreggia Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 1 Mes 2 Mes 3
Hematocrito

(%) 32+4 36 +1 33+4 28+3 37+4 31+1 31+3 34+4 29+1
27 - 451 (28-38) | (35-38) (28 — 38) (26 - 30) (33 - 39) (26 — 34) (29 — 34) (28 - 39) (27 - 30)
27 — 357

Glébulos

blancos

(mil/L) 11,1+39 | 68+35 | 107+31 | 87+24 | 55+15 | 82+19 11,2+34 6,4+32 79+21
4.0 - 12,0t (6,5-13,8) | (5,3-12,3) | (7.1-15,3) | (5.8-12,1) | (51-7,1) | (5.8-11,0) | (6,1-14,1) | (5,8-11,0) | (5,3-11,0)
5,5 - 16,27

Neutrofilos

(%) 39+8 46+ 6 41+7 44 + 14 49+9 43+ 12 44 + 14 47+ 8 35+5
10 — 50t (32-49) | (40-54) (31 - 46) (28-61) | (35-57) | (28-57) (28 - 61) (39 - 57) (28 - 39)
28 — 707

Neutroéfilos

(milfuL) 32+20 | 30+14 | 42+19 30£24 | 46+07 | 26+12 46+26 28+12 27+1,0
0,4 - 6,0t (2,1-6,8) (2,1-6,6) (2,2-7,0) (1,6-7,4) (1,8-4,0) (1,6-6,3) (1,7-8,6) (2,3-6,3) (1,5-4,3)
15-11,3%

Linfocitos

(%) 61+12 51+5 56 + 10 43+ 15 47 +11 54 + 14 45+ 6 49+ 9 60+3
40 - 75t (48-68) | (46 -58) (43 - 68) (31-62) | (40-59) | (53-70) (38 - 50) (41 - 61) (58 — 61)
31 -687F

Linfocitos

(mil/pL) 68+27 | 34+17 | 6,0+ 21 36+10 | 26+11 | 45+17 6,2+24 33+18 50+1,4
1,6 45t (3,1-9,4) (24-7,1) | (3,1-10,4) (1,8-7,5) (2,0-4,2) (3,1-7,7) (2,3-7,1) (2,4-6,7) (3,1-6,7)
0,6 - 11,07

Monocitos

(%) 1+2 0+0 1+1 0+0 0+0 0+0 1+1 2+3 1+1
0-6t (0-4) (0-0) 0-3) (0-1) (0-0) (0-0) (0-2) (0-8) (0-2)
0-5%

Monocitos

(mil/pL) 0,1+0,1 0+0 01+ 0,1 0+0 0+0 0+0 01+0,1 0,1+0,3 0,1+0,1
0-0,7t (0-0,6) (0-0) (0-0,5) (0-0,1) (0-0) (0-0) (0-0,3) (0-0,9) (0-0,2)
0-0,8F

Eosinoéfilos

(%) 4+5 3+4 4+5 3+4 4+4 3+3 1+1 2+3 2+2
0-10t (0 -10) (0 -10) (0-10) 0-9) (0 - 10) (0-6) (0-23) (0-6) (0-5)
0- 9F

Eosinoéfilos

(mil/pL) 04+05 | 03+0,5 0,3+0,4 02+02 | 02+03 | 02+02 0+0 0,1+0,2 0,2+0,1
0-12t (0-1,4) (0-1,2) (0-1,5) (0-1,1) (0-0,7) (0-0,7) (0-0,4) (0-0,7) (0-0,6)
0-15F

T Valores de referencia: Tomado de: Pugh, 2002. T Valores de referencia en campo: Tomado de ovejas
aclimatadas (n= 20). Valores entre paréntesis corresponde al rango de cada parametro. En rojo se resaltan los
valores fuera de rango segln parametros de la region.
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Tabla 5.2. Parametros de quimica sanguinea en ovejas jovenes alimentadas con

Brachiaria spp. y Digitaria eriantha (control) por un periodo de tres meses.

Parametro Control (Digitaria eriantha) B. brizantha B. decumbens

Valor de

referencia Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 1 Mes 2 Mes 3
AST (UIL)

50 - 250f 99 + 26 96+13 | 86+16 | 105+11 | 101+17 | 114+19 | 120+12 | 10112 1015
63— 2167 (76-138) (86-115) | (71-112) | (91-118) | (79-122) | (101-147) | (103-132) | (85-110) | (96 -109)
GGT (UIL)

2 et 47+5 51+ 13 46+6 61+ 23 8249 83+ 17 55+ 11 | 962 14 102 + 11
. (42-51) (40-65) (39-51) (34-95) (68-93) (59-98) (40-64) | (76-108) (91-114)
Fibrindgeno

(mg/dL) 340+ 167 | 340+ 134 | 360+ 167 | 260+ 152 | 260+89 | 440+ 114 | 280+84 | 240+89 | 680 + 327
100 - 5001 (200-500) | (200-500) | (200-500) | (100-500) | (200-400) | (300-600) | (200-400) | (200-400) | (300-1000)
100 - 5007

AlbUmina

(g/dL) 26+5 2616 26+ 4 22+1 25+ 3 24+3 24+3 22+1 28+ 2
24 - 301 (21-37) (21-34) (21-29) | (21-23) | (20-27) | (20-27) | (20-28) | (20-23) | (25-29)
21 - 29%

Urea

(mmoliL) 38+18 | 45+05 | 38+09 | 3,7+09 | 39+07 | 36+10 | 50+06 | 53+17 | 3,9+08
28-7.2t (2,8-6,9) (40-51) | (2850) | (2841 | (27-46) | (2048) | (4762 | (34-68) (2,8-4,8)
2,8 - 6,97

Creatinina

(kmoliL) 84+ 14 83+ 19 85+ 6 84 + 10° 62 + 42 73+ 7P 80 + 10 63+6 83+6
100 - 170f (69-102) (61-97) (74-90) (69-94) (40-67) (65-81) (76-89) (55-69) (76-90)
65 — 1047

PPT (g/dL)

67t 72+08 | 70202 | 65+04 | 58+0,7% | 7,3+1,3° | 69+1,1% | 66209% | 71+05 | 7,0%04
- s; . (6,3-8,3) 6872 | (6070 | (5270 | (5285 | (5582 | (5575 | (668,0) (6,6-7.5)

AST: Aspartato amino transferasa; GGT: Gama glutamil transfersa; PPT: Proteinas plasmaticas totales

T Valores de referencia: Tomado de Pugh, 2002.

¥ Valores de referencia en campo: Tomado de ovejas

experimentales una vez estuvieron aclimatadas (n= 20). Valores entre paréntesis corresponde al rango de cada

parametro. En rojo se resaltan los valores fuera de rango segun parametros de la region. Letras mayusculas

diferentes indican diferencias estadisticas entre tratamientos en el mismo mes. Letras mindsculas diferentes

indican diferencias estadisticas entre meses en el mismo tratamiento. n =5 (P< 0,05).
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Figura 5.1. Actividad de GGT (gama-glutamil-transferasa) en ovejas jovenes
alimentadas con Brachiaria brizantha, B. decumbens y Digitaria eriantha (control)
por un periodo de dos (A) y tres (B) meses. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas n=5 (P<,05).
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Tabla 5.3. Principales hallazgos histopatolégicos y nimero de ovejas afectadas
alimentadas con Brachiaria spp. y Digitaria eriantha (control) por un periodo de tres

meses.

Lesiones

B. decumbens

B. brizantha

Control

Higado

Cambio hidropico de hepatocitos
Fibrosis portal multifocal
Hiperplasia de ductos

Infiltrado mononuclear portal

Macréfagos espumosos activos

Piel

Hiperqueratosis ortoqueratética

Infiltrado linfoplasmocitario multifocal con
eosinofilos

Cambios microcirculatorios
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Tracto gastrointestinal

Atrofia y fusién de vellosidades
Reduccién glandulas
Migracion leucocitaria intraepitelial

Infiltrado mononuclear en lamina propia

Organos linfoides
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L: Lesiéon leve, M: Lesién moderada, S: Lesién severa.n =3
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Figura5.2. Higado de ovino alimentado con Brachiaria spp. A. Fibrosis portal (flecha)
e infiltrado de leucocitos mononucleares linfoplasmocitarios (*), 100X. B. Presencia
de macréfagos espumosos infiltrando el intersticio (flecha), 400X. C Vacuolizacion
intracitoplasmatica de hepatocitos (flechas). 400X. D.Hiperplasia de ductos biliares
(flechas), 100X H&E .
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Figura5.3. Intestino de ovino alimentado con Brachiaria spp. Vellosidades atrofiadas
y fusionadas (V). Infiltrado mononuclear linfoplasmocitario intraepitelial (flecha) y en
[dmina propia (*) 400X. H&E.

Figura 5.4. Piel de ovino alimentado con Brachiaria spp. Hiperqueratosis
ortoqueratotica (flecha). Infiltrado mononuclear linfoplasmocitario en dermis (*)
400X. H&E .
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Figura 5.5. Organo linfatico de ovino alimentado con Brachiaria spp. Presencia de
macrofagos espumosos activos (flechas). 400X. H&E .
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5.4. Discusion de resultados

Luego de haber alimentado corderos por tres meses consecutivos con B. decumbens y B.
brizantha, no se logroé reproducir la toxicosis clinica asociada a esta graminea, sin embargo
si lograron establecerse hallazgos subclinicos que han sido relacionados con el consumo
de estas pasturas. En esta investigacion para considerar normales o no los pardmetros
hematolégicos y de quimica sanguinea registrados durante la experimentacién, se tuvieron
en cuenta valores de referencia de ovejas jovenes de la misma region. En ciertos
pardmetros estas medidas variaron con respecto a los reportados internacionalmente. Es
necesario tener en cuenta que los animales se adaptan fisiolégicamente a nichos
especificos, en los que las condiciones ambientales y de manejo son particulares y por lo

tanto influyen sobre la actividad de los sistemas en cada animal (Farver, 2008).

Algunos factores influyen en la susceptibilidad de los individuos a la toxicosis por Brachiaria
spp. La especie ovina, los animales jovenes e individuos nunca antes expuestos, son los
mas susceptibles (Riet-Correa et al.,, 2011). Estos factores fueron reunidos por los
animales expuestos en esta investigacion, y sin embargo no logré reproducirse la
enfermedad clinica. A diferencia de lo aqui encontrado, otros autores demostraron que
ovejas sin historia de exposicion a Brachiaria spp., desarrollan la enfermedad a diferentes
intervalos de tiempo, una vez inician el consumo de la graminea: 7 dias con B. decumbens
(Porto et al., 2013), 58 dias con B. brizantha (Faccin et al., 2014), 12 meses con Brachiaria
spp. (Mustafa et al., 2012). La amplia variacién en el tiempo para que se inicie la
sintomatologia, puede atribuirse a diferencias en la susceptibilidad de los animales, a
variacion en la capacidad téxica de la pastura (contenido de saponinas) y a factores

desconocidos (Castro et al., 2011).

En el cuadro hematico no se presentan alteraciones en los animales, lo que demuestra
ausencia de inflamaciéon aguda al momento de toma de muestra; las lesiones que se
describen sobre higado, piel y tracto gastrointestinal no generaron respuesta sobre las
células blancas. Las alteraciones en el recuento de globulos blancos por procesos toxicos
suelen darse como consecuencia de un efecto directo sobre la hematopoyesis, que no es
el caso de las saponinas o por una infeccidén posterior al dafio téxico (Bloom, Schade, &

Brandt, 2013), lo cual podria llegar a ocurrir con el consumo crénico de estos.
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Se observa que en los tres tratamientos, hay animales con incremento del hematocrito
cuando se compara con los valores de referencia de la regién. Mas que un efecto propio
de la alimentacion esto puede explicarse por un efecto adrenérgico suscitado por el estrés
de la captura que genera contraccion esplénica y consecuente liberacion de los eritrocitos

almacenados en el bazo, al torrente circulatorio (Messick, 2010).

Hay aumento en la actividad de AST que no es significativo y que no sobrepasa los valores
normales. Otros investigadores han encontrado que ovejas que manifiestan la enfermedad
pueden alcanzar niveles de actividad de AST cercanos a 600 UI/L (Castro et al., 2011). Lo
maximo aqui registrado ante la condicion subclinica presentada por los corderos fue 147
UI/L al tercer mes, en un individuo alimentado con B. brizantha. Aunque esta enzima no es
especifica del higado, pues se encuentra también en musculo, su leve incremento coincide
con las lesiones histolégicas descritas en el parénquima hepéatico. Ante una lesion en la
membrana de los hepatocitos, la AST se libera al intersticio alcanzando la circulacion
sanguinea y aumentando su actividad (Tennant & Sharon, 2008). Por el contrario, la
enzima que aumentd su actividad mas alla de los valores de referencia, a partir del
segundo mes de consumo de Brachiaria spp., fue la GGT. Puesto que los productos del
metabolismo ruminal y hepético sobre las saponinas esteroidales de Brachiaria spp.,
obstruyen canaliculos bilares, inicialmente ocurre colangitis que conduce a un aumento en
la actividad de GGT, siendo asi esta enzima un marcador de exposiciéon a estas gramineas
(Saturnino et al., 2010). Por su parte, Castro et al (2011) argumentan que este parametro
puede aumentar incluso en animales resistentes, que son capaces de generar una amplia

tolerancia al dafio hepéatico ocasionado por Brachiaria spp.

Luego de tres meses de exposicion un individuo del grupo de B. brizantha y tres
alimentados con B. decumbens incrementaron la concentracion de fibrindgeno, llegando a
niveles de 600 mg/dL para la primera pastura y de 1.000 mg/dL para la segunda. Esta
proteina es un indicador de inflamacién aguda que puede incrementarse antes de que se
altere el recuento diferencial de glébulos blancos (Eckersall, 2008); el aumento en estos
individuos, puede estar relacionado con los hallazgos histolégicos en higado, piel y tracto

gastrointestinal.

Tanto en los animales alimentados con B. decumbens como en los alimentados con B.
brizantha hubo individuos que presentaron niveles de albUmina inferiores a los de los

valores de referencia en los tres muestreos realizados. Esto, ademas de las lesiones
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hepaticas observadas que generan dificultad en la sintesis proteica, se explica por un
sindrome de malabsorcion relacionado con la severa atrofia de vellosidades intestinales,
que impide la absorcion de nitrégeno bacteriano empleado para sintetizar proteinas
(Eckersall, 2008). La presencia de saponinas en ciertas plantas, ha estado relacionada con
la presentacion de irritacion gastrointestinal en animales experimentales (Wen et al., 2015),
adicionalmente se reconoce que la accion surfactante de estos compuestos puede irritar
mucosas (Bruneton, 2001), en este caso la gastrointestinal, alterando la absorcion de

nutrientes.

Esta disminucion en la concentracion de albimina se relaciona con la tendencia a que los
animales alimentados con Brachiaria spp., especialmente tras el primer mes de
experimentacion (mes 1), presenten menores hiveles de PPT; estos animales a su vez son
los que, en el siguiente muestreo (mes 2), registran reduccion en los niveles de creatinina.
La creatinina sanguinea procede del recambio fisiolégico de las fibras musculares, por lo
tanto, menores niveles de proteina que conducen a atrofia de miocitos, se relacionan con
bajos niveles en este pardmetro (Braun & Lefebvre, 2008); esto también concuerda con la

menor ganancia de peso observada en estos animales.

Son varias las lesiones histopatolégicas que han sido atribuidas a la accién de Brachiaria
spp. muchas de las cuales fueron observadas en las ovejas de este estudio. Riet-Correa
et al, 2011 reportan vacuolizacion de hepatocitos, fibrosis portal y presencia de macréfagos
espumosos en el parénquima hepético, todas estas observadas en el presente estudio;
estos hallazgos tienden a ser méas severos en los individuos que consumieron B.
decumbens. De otra parte, Porto et al (2013) reportan adicionalmente hiperplasia de
ductos e infiltrado linfoplasmocitario en ovejas que consumieron B. decumbens, lesiones

aqui también observadas en animales que consumieron Brachiaria spp.

La presencia de macréfagos espumosos activos sugiere una reaccién granulomatosa
descrita en diferentes rumiantes que han consumido braquiaria (Castro et al.,, 2011;
Driemeier et al., 2002; Gomar, Driemeier, Colodel, & Gimeno, 2005; Riet-Correa, Riet-
Correa, Junior, Duarte, & Riet-Correa, 2010). Este hallazgo es comun en el higado de
bovinos sacrificados en plantas de beneficio y en Brasil empieza a ser reportado a partir
del ingreso de Brachiaria spp. en los afios setenta (Driemeier, DObereiner, Peixoto, & Brito,
1999). En Colombia también han sido reportadas estas células en higados de bovinos

alimentados continuamente con B. decumbens, sacrificados en plantas de beneficio
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(Caicedo et al., 2012). En este estudio los macrofagos espumosos se reportaron en higado,

ganglios linfaticos mesentéricos y bazo de ovejas alimentadas con Brachiaria spp.

Exceptuando el infiltrado linfoplasmocitario en piel, que se aprecia de manera leve en uno
de los individuos alimentados con heno de pangola (control), las demas lesiones
(hiperqueratosis ortogqueratética y cambios microcirculatorios) sélo se aprecian en los
animales alimentados con Brachiaria spp.; por lo tanto las lesiones histolégicas registradas
en la piel de los animales, no asociadas a alteraciones macroscopicas, podrian
relacionarse con procesos iniciales de fotosensibilizacion. Los cambios dérmicos por
alteraciones hepdticas en animales que consumen Brachiaria spp., ocurren porque al
obstruirse los canaliculos biliares con metabolitos de las saponinas, el higado pierde la
capacidad para excretar filoeritrina, agente fotodinAmico derivado de la clorofila (Maxie,
2015).

Pocos autores reportan alteraciones en mucosa gastrointestinal asociada al consumo de
Brachiaria spp. En Brasil en 2002, se reporté inflamacion granulomatosa en el intestino de
bovinos alimentados con B. decumbens que presentaban una pobre condicion corporal
(Riet-Correa, Riet-Correa, Schild, & Driemeier, 2002). En el tracto gastrointestinal de las
ovejas expuestas en esta investigacion, se encontré atrofia y fusion de vellosidades,
reduccion de glandulas, migracién leucocitaria intraepitelial e infiltrado mononuclear en
lamina propia. Si bien, la primera y ultima lesion fueron también reportadas en el grupo
control, la severidad y nimero de animales afectados fue mayor en los que recibieron
Brachiaria spp., lo cual podria relacionar la presentacién de estas lesiones con el consumo
de la graminea. Algunos autores, mencionan el efecto irritante que las saponinas tienen
sobre el intestino, lo cual podria estar asociado a la lesiones registradas en esta
investigacion (Oakenfull & Sidhu, 1989).

Los niveles de protodioscina en las pasturas ingeridas por los ovinos, estuvieron en
promedio para B. brizantha en 0,7 £ 0,26% y para B. decumbens en 1,85 + 0,48%. Se ha
reportado que la enfermedad clinica en rumiantes puede presentarse con el consumo de
Brachiaria spp. con concentraciones de protodioscina que oscilan entre 0,30% hasta
2,56% (Mustafa et al., 2012), rango en el que se ubican los niveles de protodioscina aqui
registrados que sin embargo no condujeron a la presentacion de sintomatologia en los

animales.
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Los individuos alimentados con B. brizantha ingirieron en promedio dosis de protodioscina
de 1.100 mg/kg y con B. decumbens de 1.850 mg/kg. Lima et al (2011), reportan un
consumo de 200 mg/kg de protodioscina en ovejas alimentadas con B. brizantha henificada
gue contenia 0,86% de la saponina; estas ovejas se mantuvieron clinicamente sanas sin
presentar lesiones histolégicas en el higado pero si un aumento en la actividad de GGT.
En el presente estudio con dosis 5 a 9 veces mayores y bajo condiciones de manejo
diferentes, los ovinos no presentaron enfermedad clinica, pero si aumentaron la actividad
de GGT y desarrollaron lesiones microscopicas en higado, 6rganos linfaticos, piel y tracto

gastrointestinal.

En Brasil son comunes las intoxicaciones por Brachiaria spp. en ovejas que se introducen
por primera vez a estas pasturas; en este sentido varios investigadores han logrado
reproducir la toxicosis exponiendo individuos sin contacto previo a estas gramineas (Castro
et al., 2011; Faccin et al., 2014; Saturnino et al., 2010). Castro et al (2011) mencionan que
corderos jovenes hijos de madres que han estado en contacto con braquiaria pueden ser
resistentes y que por lo tanto la heredabilidad deberia ser considerada como un factor en
la intoxicacion por Brachiaria spp. Los animales empleados en esta investigacion no habian
consumido la braquiaria, sin embargo sus madres pastorearon B. decumbens incluso en

el periodo gestacional, lo cual pudo contribuir con una mayor resistencia de los animales.

En esta investigacion las ovejas desarrollaron una condicion subclinica que quiza, de haber
continuado el consumo, las hubiese llevado a la presentacion de enfermedad clinica,
particularmente en los animales expuestos a B. decumbens que tuvieron evidencia de
inflamacion aguda y la més alta actividad de GGT reportada. Podria considerarse para
futuras investigaciones exponer por un mayor periodo de tiempo a los individuos con el
objetivo de reconocer si pueden desarrollar la toxicosis clinca. lgualmente, dado que los
corderos de esta investigacion provenian de madres que estuvieron en contacto con
Brachiaria decumbens, es importante evaluar el efecto que el consumo de la pastura por
parte de hembras gestantes tiene sobre sus hijos y la aparente resistencia que estos

puedan desarrollar.
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Capi toul o

Conclusiones y recomend:

Colombia es un pais biodiverso con un importante potencial agropecuario. La Orinoquia
colombiana, conocida como los Llanos Orientales, ha sido reconocida como despensa
alimentaria, desarrollandose alli importantes actividades productivas, dentro de las que
se destaca la ganaderia. Bovinos, ovinos, caprinos y equinos presentes en los Llanos
Orientales, habitan territorios en los que podrian llegar a consumir plantas téxicas que
alteran su salud y rendimiento productivo. El estudio etnobotanico desarrollado en esta

investigacion permitié concluir:

1 El 41% de la poblacion encargada del manejo de los hatos ganaderos, desconoce la
existencia de plantas toxicas para los animales, al igual que los efectos que estas

ocasionan.

f La planta méas ampliamente reconocida como téxica, adjudicando efectos
fotosensibilizantes al consumo de sus frutos es Enterolobium cyclocarpum, reconocida
por el 29% de la poblacion encuestada. Le siguen plantas de la familia APOCYNACEAE
dentro de las mas reconocidas como téxicas; el 53% de los encuestados menciond al

menos una planta de esta familia, asociandola principalmente a muerte subita.

1 Es esencial realizar estudios para confirmar la informacién etnoboténica haciendo uso
de modelos experimentales apropiados (rumiantes), ademas de determinar la identidad

de los compuestos potencialmente téxicos.

1 En el 93% de los predios visitados han sido establecidas pasturas de Brachiaria spp.,
principalmente B. brizantha, B. decumbens, B. humidicola, B. dictyoneura y el hibrido
B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha. Estas gramineas se asocian a

fotosensibilizacion en animales, condicidn que se corroboré en bovinos presentes en
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el 86% de los predios visitados. Sin embargo, nadie las reconoce como téxicas

indicando la poca confiabilidad de los estudios etnobotanicos.

De acuerdo a la significativa presencia de Brachiaria spp. en la regién fueron
investigados los posibles agentes fotosensibilizantes que han sido asociados a la pastura

al respecto se concluyo lo siguiente:

1 La contaminacién con Pithomyces chartarum fue minima y de acuerdo con los
resultados obtenidos no se presentaria riesgo de intoxicacion por la micotoxina

esporodesmina.

1 En Brachiaria spp. de los Llanos Orientales se detectaron protodioscina y
diosgenina indicando la presencia de saponinas esteroidales

9 Las concentraciones de protodioscina y diosgenina, marcadores de la presencia de
saponinas esteroidales, respondieron a una interaccion entre especie de

braquiaria, edad y época de recoleccion.

1 B. dictyoneura y B. humidicola registraron las menores concentraciones de
protodioscina y diosgenina; sin embargo bajo ciertas condiciones (vega de rio, 28
dias post-corte, época lluviosa) B. humidicola, presentd niveles de diosgenina
hasta de 732 pg/g, valor cercano al nivel minimo téxico reportado (800 ug/g),
sugiriendo que la especie es capaz de producir altos niveles de sapogeninas

esteroidales.

1 B. decumbens vy el hibrido mul at o” presentaron
protodioscina y diosgenina. La saponina alcanz6 concentraciones maximas de 2,78
y 3,37%, respectivamente en B. decumbens y el hibrido; y siempre fueron

superiores al 1%, sugerido como el nivel minimo téxico.

1 Las especies acumulan mayores concentraciones de protodioscina a los 28 dias
post-corte con respecto a los 14, el incremento en los niveles del metabolito oscila

entre 15y 62% dependiendo de la especie, época y ubicacion geografica.

1 En las especies que mas acumulan, los niveles de protodioscina se ven
influenciados por factores climaticos de época seca (alta temperatura y baja
humedad relativa); mientras que los niveles de diosgenina aumentan por factores

climéticos de época lluviosa (alta precipitacion).
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El coeficiente de correlacion de 0,357 entre protodioscina y diosgenina en las
especies analizadas, sugiere que aproximadamente un 36% de la sapogenina se
explica por la presencia de protodioscina, sugiriendo que otras saponinas, o incluso
diosgenina libre, pueden aportar a la concentracion de este compuesto. De esta
manera resultaria cuestionable emplear a la protodioscina como un marcador de

posible exposicion a saponinas esteroidales.

Es importante definir cual metabolito ha de usarse como biomarcador de saponinas
esteroidales, para predecir potenciales intoxicaciones en el contexto del manejo de
pasturas o si es mas aconsejable usarlos ambos. Ademas de lo expresado
anteriormente, las condiciones climaticas definen de manera opuesta las
concentraciones de la saponina y de la sapogenina. Si se considera a la
protodioscina como el metabolito que indique potenciales toxicosis, tal cual se ha
hecho en multiples investigaciones, en el caso de la Orinoquia colombiana ha de
evitarse el consumo de B. decumbens (en vega de rio) y del hibrido (en
piedemonte) particularmente en época seca. A su vez, si se considera a la
diosgenina como el metabolito marcador, ha de evitarse el consumo de plantas
como B. decumbens y el hibrido en época lluviosa. Independientemente de si es la
saponina o la sapogenina la que se determine, puede promoverse el consumo de
otras especies que presenten menor riesgo de intoxicacion por saponinas

esteroidales como B. dictyoneura, B. humidicola y B. brizantha.

El consumo de algunas Brachiaria spp. ha sido causa de nitritotoxicosis en rumiantes

e igualmente, en los Llanos Orientales de Colombia, algunas de estas poaceas se

reconocen como causantes de alteraciones 6seas en equinos. Los niveles de nitratos

y oxalatos fueron cuantificados bajo el mismo disefio experimental concluyendo lo

siguiente:

1

1

Para reconocer el riesgo de intoxicaciones agudas por nitratos presentes en
Brachiaria spp, es importante determinar los niveles de este compuesto en la época
de transicion (antes de que transcurran dos semanas de iniciarse las lluvias tras

época de sequia).

Ya que el 72% de las muestras de Brachiaria spp presentd niveles de nitrato

superiores a 2.000 ppm, considerado como limite para evitar desordenes
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reproductivos, estas pasturas podrian ocasionar bajo rendimiento en los animales,

especialmente en las hembras.

1 Los niveles de nitratos en Brachiaria spp. dependen de la interaccion entre la
especie, la edad y la época del afio, apreciandose que es B. decumbens y el hibrido
especialmente en época de altas precipitaciones, las que mayor concentracion
presentan. Esto se refleja en las correlaciones negativas halladas entre los nitratos

y el brillo solar.

1 En las pasturas de 14 dias post-corte se observan las mayores diferencias entre
especies y épocas, resultando mas homogénea la concentracion a los 28 dias.

1 Bajo las condiciones de muestreo aqui empleadas Brachiaria spp. no supone riesgo
de intoxicacion aguda por su contenido de oxalatos, sin embargo es importante
determinar los niveles de este compuesto en la época de transicion, en la que

posiblemente puedan incrementarse las concentraciones.

1 B dyctionuera, B. humidicola y en ocasiones B. brizantha, pueden concentrar
niveles de oxalatos que han sido reportados como causantes de enfermedad

subclinica en equinos.

I La dinamica de incorporacién de oxalatos en estas pasturas depende de la
interaccion entre especie y época del afio, sin importar la edad post-corte. Es en
época de menores precipitaciones y en sequia cuando se observaron mayores
concentraciones, esto se refleja en las correlaciones positivas que se evidenciaron
entre la temperatura y los niveles de oxalato en las pasturas y las negativas entre

la humedad y el compuesto.

1 Se recomienda analizar no s6lo los oxalatos totales, sino también los solubles y
lograr un muestreo antes de dos semanas del inicio de lluvias tras la sequia con el
proposito de observar el efecto de la transicion climética en la acumulacion de

nitratos.

B. decumbens y B. brizantha con concentraciones de protodioscina que oscilaron entre
1,26 y 2,64% para la primera y entre 0,86 y 1,50% para la segunda, fueron consumidas
durante 90 dias por ovinos jévenes nunca antes expuestos a Brachiaria spp. Las

principales conclusiones de este experimento fueron las siguientes:
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1 A pesar de que los animales no desarrollaron fotosensibilizacién ni otros signos
clinicos, si aumento levemente la actividad sérica de la AST mientras que la GGT
lo hizo de manera significativa con B. decumbens. Los animales expuestos a ésta
ultima tuvieron evidencia de inflamacion aguda (fibrinbgeno hasta de 1000 mg/dL).
Se presentaron cambios histologicos caracteristicos del consumo de braquiaria
(vacuolizacion de hepatocitos, hiperplasia de ductos, macréfagos espumosos en
higado y 6rganos linfoides), ademas de lesiones en tracto gastrointestinal (atrofia y
fusion de vellosidades y migracion leucocitaria intraepitelial) y alteraciones en piel
(hiperqueratosis ortoqueratética y migracion leucocitaria intraepitelial).

1 Las dosis de protodioscina aproximadas para producir estas alteraciones
subclinicas fueron en promedio de 1.100 mg/kg con el consumo de B. brizantha y

de 1.850 mg/kg con el consumo de B. decumbens.

9 La ausencia de signos puede atribuirse a la resistencia de ciertos individuos a la
intoxicacion por las saponinas presentes en braquiarias, sin embargo los animales
de este estudio si resultaron afectados, mas no mostraron la enfermedad, lo cual

los categoriza como animales resilientes.

1 Los animales empleados en esta investigacién no habian consumido la braquiaria,
sin embargo sus madres pastorearon B. decumbens incluso en el periodo
gestacional, lo cual pudo contribuir con una mayor resistencia de sus hijos. Futuras
investigaciones deben orientarse a evaluar el posible efecto que el consumo de
Brachiaria spp por parte de hembras gestantes tiene sobre sus hijos y la aparente

resistencia que estos puedan desarrollar.

En la salud poblacional de las explotaciones ganaderas, escasa importancia suele darse
en nuestro pais a los efectos que pueden ser causados por el consumo de plantas téxicas.
En esta investigaciébn se reconocieron las principales plantas que empiricamente se
relacionan con intoxicacion en los rumiantes de los Llanos Orientales de Colombia. Se
reportan plantas que pueden causar manifestaciones agudas como fotosensibilizacion por
consumo de los frutos de E. cyclocarpum, o muerte subita por plantas de la familia
APOCYNACEAE. Adicionalmente, se evaluaron los compuestos toxicos presentes en
Brachiaria spp., hallandose niveles de saponinas esteroidales que han sido relacionados
con hepatotoxicidad (protodioscina >1%), principalmente en B. decumbens y el hibrido

mulato; niveles de nitratos superiores a 2.000 ppm en el 72% de las muestras recolectadas,
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relacionados con disturbios reproductivos; y niveles de oxalatos superiores a 0,13% en el
69% de B. dictyoneura y en el 63% de B. humidicola, que han sido reportados como
causantes de alteraciones 6seas en equinos. La concentracién de los compuestos toxicos
depende de la época climética, el tiempo de rebrote de la pasturay la especie de braquiaria

implicada.

Es necesario promover investigaciones que corroboren o nho, los efectos téxicos
adjudicados a las plantas por parte de los habitantes de la region; asi como estudios
orientados a elucidar las estructuras quimicas que puedan contener estas especies.
Igualmente, es importante reconocer el biomarcador ideal que indique el riesgo real de
intoxicacion con saponinas esteroidales presentes en Brachiaria spp. Reconocer las
plantas y forrajes toxicos y/o la dindmica de produccién de sus metabolitos, asi como las
posibles intoxicaciones (agudas o crénicas) sobre animales de interés pecuario, impacta

de manera positiva sobre la salud de hato y su productividad.





