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Determinaci6n de las Fluctuaciones
de los Niveles de Estr6genos en Treboles,

con Relaci6n a las Condiciones Ecol6gicas
y al Estadio de Desarrollo de la Planta

INTRODUCCION

Se encontr6. desde hace algunos anos. que plantas
de la familia de las leguminosas utilizadas cornun-
mente como pasto y torr aje contienen sustancias
nocivas que. al ser inqeridas por los animates.
pueden producir des6rdenes en su funcionarniento
reproductive. Se ha establecido que los compues-
tos biol6gicamente activos son sustancias estr cqe-
nicas cuya actividad es sernejante a la de los
estr6genos anirnales y que se hallan presentes en
elevada concentr acion en plantas forrajer as. espe-
cialmente en algunas especies de treboles
EI efecto nocivo de los estr6genos vegetales sobre
la reproducci6n animal fue establecido en Australia
(Bennets. et al.. 1946) donde la fertllidad de
ovejas hembras alirnentadas a base de tr ebol
subterraneo (Trifolium subterraneum, var. Dwalga-
nup) disrninuvo proqr esivarnente durante el perfodo
comprendido entre 1941 -1 944 y el nurner o de
corderos nacidos descendio aproximadamente al
30%. La esterilidad se producia por disminuci6n de
la f ecundidad. acornpariada de un estado qulstico
en el tracto reproductor. Este sind rome presentado
en ovejas alimentadas con tr ebol subterraneo.
sugeria que un estr oqeno vegetal inter ter ia en la
fertilidad de las ovejas reproductoras y por ello se la
denornino "enfermedad del tr ebol".
En Colombia, el tr ebol se ha constituido en los
ultirnos aries en una planta de irnportancia debido a
que su uso como torr aje se ha incrernentado. al
iqualque por su alta capacidad adaptativa. presenta
un fuerte dorninio sobre otras plantas en las
praderas naturales. Por otra parte, la reproduccion
bovina en nuestro rnedio es muy baja solamente el
70%), fenorneno atribuido. general mente, a defi-
ciencias nutricionales y errores en el rnanejo
reproductivo Teniendo en cuenta que en otros
parses se ha demostrado claramente una relacion
entre la baja fertilidad y la alirnentacion con trebol.
se ha creido necesario establecer Sl existe una
actividad estr oqenica en los treboles locales que
pueda relacionarse con la disminucion de la fertlli-
dad en nuestro ganado.
En la Sabana de Bogota. region central de Co!om-

Este trabajo forma parte del programa de investigaci6n sobre
subfertilidad de vacas lecheras en la Sabana de Bogot6. EI
objetivo del presente trabajo fue establecer la presencia de
fitoestr6genos en pastos utilizados como alimento de las
vacas de la regi6n. asl como su variaci6n en concentraclon
bajo diferentes condiciones. EI programa de investigaci6n
mencionada esta pronosticado por la Agencia Internacional
de Energla At6mica (AIEA) y el Instituto de Asuntos
Nucleares (IAN).

LUIS ARTURO Gil P.
Quimico Farmaceutico, M. Sc .. Ph.D.

Profesor de Catedra, Un. Nacional
MARIA CONSUElO DIAZ B.

Bi6loga. M. Sc.
Profesora Asistente

JAIME RAMIREZ P.
Bi6logo. M. Sc.

Profesor Asistente. U. Nacional

Ingenierla e Investigaci6n 13



INSTITUTO DE ENSAYOS E INVESTIGACION

bia. existen praderas utilizadas en su gran mayoria
en el desarrollo de la industria lechera. Elias se
caracterizan por presentar en gran cantidad pasto
kikuyo (Pennisetum clandestinum) y treboles (Trifo-
lium repens, var. ladino), los cuales en los ultirnos
aries parecen haberse incr ernentado espontanea-
mente Ilegando a constituir hasta el 50% de algunas
praderas En los estudios realizados en otros pafses
se ha establecido que el Trifolium subterraneum L
(Bennetts, 1946; Moule. et al., 1963; Shutt. 1976),
y el Trifolium pratense (Cheng, et al.. 1953; Bickoff.
et al., 1957; Kitts, et al.. 1959; Wong, 1962).
contienen fitoestr oqenos en suficiente cantidad
para afectar negativamente la repr oduccion del
ganado, mientras el trebol blanco (Trifolium rep ens,
var. ladino) presenta bajas concentraciones (San-
ger, et al.. 1958; Bickett. et al.. 1960b; Guggolz, et
al., 1961).

Con base en estos hechos y debido a que en el pais
se carece de estudios sobre la actividad estroqenica
de nuestros treboles. se decidio realizar el presente
trabajo cuyo objetivo fue medir la actividad estrone
nica del Trifolium rep ens, var. ladino que crecfa en
dos praderas de la Sabana de Bogota, localizadas en
la Granja Experimental de Tibaitata (ICA). una de las
cuales estuvo pastoreada durante el ario que duro el
estudio.

MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal
Se seleccionaron dos praderas donde crecfan los
treboles en asociacion con pasto kikuyo (Pennise-
tum clandestinum) Una fue pastoreada rotativa-
mente, perrnitiendo!e perfodos de.r ecuper acion. La
otra se mantuvo sin ganado durante todo el periodo
de muestreo La poblacion de treboles en la pradera
pastoreada estaba distribuida en zonas discretas
donde alcanzaba alturas superiores a las del kikuyo
hacia el final de los perfodos de recuper acicn. En la
pradera no pastoreada. el porte de los treboles fue
siempre inferior 131del kikuyo, 10 cual impidio una
adecuada iluminacion para estos.
Las muestras de treboles fueron colectadas sema-
nalmente, tomando plantas representativas de toda
el area en cada pradera Este material S8 seco en
estufa a 100°C por 48 horas. Las muestras secas se
molieron con un molino Willey hasta pulverizarlas
y se conservaron en recipientes hermeticos hasta el
momenta de ser extrafdas 0 fermentadas.

2. Extracci6n y fermentaci6n
Se extrajeron 0.5 g. de muestra seca con 5 ml. de
agua, mediante agitacion ocasional y remojo duran-
te 48 h. a 39°C
La fermentacion conslstio en Incubar anaerobica-
mente 0.5 9 de muestra seca con 40 mi. de
solucion de McDugal1 y 10 ml. de fluido ruminal
filtrado (inoculo) a 39°C por 48 horas (Tilly & Terry,
1963) EI inoculo fue obtenldo de una vaca, con
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fistula en el rumen, que se encontraba pastando
treboles y kikuyo Por esta razon se prepararon
blancos en los cuales. en lugar del trebol se coloco
papel de filtro molido. Los val ores de los blancos se
sustrajeron de los de las muestras respectivas.
Terminado el tiempo de extr accion 0 terrnentacion.
las muestras fueron centrifugadas a 3.500 rpm,
separ ando los sobr enadarites a los cuales se les
deterrnino la actividad estr cqenica.

3. Cuantificaci6n de la actividad estrog~nica
Los anteriores extractos fueron incubados "in vitro"
a AOC por 18 h. en presencia de una cantidad
constante de 17 -#-Estradioi-3 H radiactivo y una
cantidad constante de citosol que contenia recepto-
res especificos para estroqenos. La curva de cali-
bracion se elaboro incubando concentraciones de
0, 10,20,40,80, 160,320,640 y 1 .280 pg. de 1 7-
#-Estradiol frfo.
La valoracion de cada rnuestra. se realize extr apo-
lando sobre la curva de calibr acion el porcentaje de
radiactividad ligada al citosol despues de sedimen-
tar la fr accion de hormona no ligada adsorbida a
qranulos de carbono recubiertos con dextrano
(Korenman, et al.. 1969).
EI citosol se obtuvo por ultracentrifugaci6n a
105.000 g. durante 90 min. a 4°C de. un homoge-
neizado celular de uter os de conejas adultas (Cor-
ker, et al.. 1970).

4. Parametros meteorol6gicos
Se tomaron datos diarios de precipitaci6n pluvial.
temperatura ambiental y brillo solar, los cuales
fueron correlacionados con los valores de actividad
estroqenica encontrados.

5. Analisis estadfsticos
Los valores de actividad estroqenica en las prade-
ras. pastoreada y no pastor eada. fueron com para-
dos mediante un anal isis de varianza. al igual que los
valores de los treboles fermentados con los no
fermentados (Crow, et al.. 1960).
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GRAFICA 1. Promedios mensuale. de precipitaci6n pluvial. tempe-
ratura y brillo solar 1979-1980.
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GRAFICA 2. Promediol menlualel de actividad altrog'nica an lal
praderal pastoreade y no paltoreada 1979-1980.

RESULTADOS Y DISCUSION
1. Fluctuaci6n anual

Los promedios mensuales de las tres variables
meteoroloqicas medidas. se representan en· la
Gr afica 1, Solamente la pr ecipitacion pluvial rncstro
una marcada tluctuacion durante el ario. presentan-
dose dos perfodos Iluviosos; el primero alcanzo su
maximo valor en el mes de mayo y el segundo entre
los meses de octubre y noviembre.

Similarmente la Gr atica 2, Indica los niveles de
actividad estroqenica de la pradera pastoreada y de
la no pastoreada. Se observa un incremento a partir
del mes de agosto en ambas praderas. 10 cual
coincide con el segundo periodo de Iluvias.

Esta relacion se observa en forma mas clara para las
actividades ostroqenicas de los tr eboles fermenta-
dos como se puede ver en la Gr afica 3. donde los
niveles de ambas praderas tluctuan en forma similar
a las variaciones de precipitaclon pluvial

EI analisis de los resultados obtenidos permite
establecer que existe una fluctuaclon estacional en
la activldad estrogenlca de los treboles. 10 cual
coincide con 10 detectado en los bloensayos
realizados en Australia (Alexander & Watson. 1951 ).
Inglaterra (Pieterse & Andrews. 1956). Canada
(Kitts et ai, 1959), y Estados Unidos (Bickoff, et al.
1960a. 1960b)

Tamblen se observa que la variacion estaclonal
puede relacionarse con la preclpitaclon pluvial
(GrMicas 1, 2. 3), Por tanto. esto indicarfa que este
factor Incidirfa sobre la sfntesis de isoflavonas. Pero
al estudlar la relaclon de la temperatura y el brillo
solar con la actividad estrogenica se puede deducir,
como 10 habfa establecido Rossiter (1966, 1967 a, y
1970), que estos facto res no tienen efecto sobre la
estrogenlcidad del trebol

GRAFICA 3. Promedios mensuales de actividad eltrogenic. en
trebolel fermentadol de lal praderal pastoreada y no pastoreeda
1979-1980.

2. Efecto del pastoreo

AI cornparar estadfsticamente los datos representa-
dos en la Gr afica 2. se encontr o que no existen
diferencias significativas (P> 0.0 1) entre los valores
de actividad estr cqenica en treboles sin fermentar
de las pr ader as pastoreada y no pastoreada.
Sin embargo. al comparar los niveles de estr oqenos
de las dos praderas despues de un proceso de
terrnentacion rurninal. estes difieren significativa-
mente (P<OOl).
Los valores de actividad estr oqenica de los tr eboles
no sometidos a terrnentacion tanto de la pradera
pastoreada como de la no pastoreada. no difieren
significativamente. Sin embargo, al ser sometidos a
ferrnentacion se presentan diferencias siqnificati-
vas. Podrfan interpretarse estos resultados, cons i-
derando que bajo circunstancias de no pastoreo las
plantas estan en un estado de senescencia avanzada.
caracterizado por una disminuclon de fitoestroge-
nos metilados (formononetina y biochanina A) y la
aparicion de daidzefna (Rossiter & Beck, 1967b),
Mientras que los treboles sometidos a pastoreo man-
tienen niveles constantes de fitoestrogenos, mayo res
en cantidad comparados con los no pastoreados,
pero Iguales en actividad por el efecto compensato-
riO de la daidzefna cuya afinidad es mayor por los
receptores uterinos (Shutt. 1972)
Era de esperarse que el crecimiento y la renovacion
de los treboles pastoreados presentaran valores
superiores, debido a que las hOJas en crecimiento
mantienen una sfntesis continua de isoflavonas.
alcanzando su maXima actividad al lograr una
completa expansion foliar (Beck. 1964; Francis &
Millington, 1965; Rossiter & Beck. 1967b).

3. Efecto de la fermentaci6n ruminal
Las GrMicas 4 y 5 i1ustran las variaciones en
actividad estrogenica de las praderas, pastoreada y

Ingenierla e Investigaci6n 15



INSTITUTO DE ENSAYOS E INVESTIGACION

eo 600
o 0----00 No fermentado
OJ FermentadoUJ --co

500
S
'"c::;::

400~<::> OJuD
eo
~ OJ~"c_ 300OJ 0u .-cD
o '"u~

V) 200w
~
r-;

100
OJ
D

0:
C

MAMJJ ASONDEF
Tiempo (meses)

GRAFICA 4. Promedios m nsuales de actividad estrogenica.
Treboles fermentados y no fermentados. Pradera no pastoreada
1979-1980

no pastor eada. y la forma como se incrementa esta
actividad por accion micr obiana. En promedio el
Incremento fue hasta de 15 veces para la pradera
pastoreada y de 8.7 para la no pastoreada.
Los valores de actividad estr oqeriica. para la prade-
ra no pastoreada Sin fermentar. oscilaron entre 4.2 y
40.7 can un promedio de 22.5 ng de 17-~-E/g de
materia seca. rruentr as que las muestras fermenta-
das variaron entre 17.8 y 373.4 can un promedio de
195.6 ng de 17-~-E/g de materia seca.

La terrnentacion "in vitro" de los tr eboles presen-
ta una actividad estr cqenica mayor comparada
can los extractos no fermentados (Gr aficas 4 y 5).10
cual corrobora los resultados obtenidos por Nilsson
(1961. 1962) Podrfa pensarse que los extractos
acuosos de los tr eboles sin fermentar contienen
qlucosidos sin afinidad por los receptores estr oqe-
nrccs Pero es mas probable que el aumento en
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estrogenicidad efectuado par la terrnentacion. se
deba a desrnetilacion rnicrobiana de la formonone-
tina y la biochanina A para generar daidzefna y
qenistelna con hidr oxilos libres que les confieren
mayor actividad estr oqenica como ha sido demos-
trado por Shutt (1972).

5. CONCLUSIONES
Can el trabajo se pudo concluir que:

EI trebol blanco (Trifolium repens var ladino)
presenta actividad estroqenica "In vitro".
EI pastoreo Induce un aumento en el meta bolls-
mo y cr ecirruento del tr ebol. 10 cual conduce a una
mayor slntesis de isotlavonas.
Bajo condiciones de humedad arnbiental alta el
contenido de fitoestr oqenos aumenta en el trebol.
Bajo condiciones de terrnentacion "In vitro" se
aumenta la actividad estr oqenica.
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