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Résumé

En zone tropicale, la production de lait et de viande par les ruminants est limitée par une faible
disponibilité et une qualit¢ médiocre des fourrages. A ces contraintes alimentaires s’ajoute 1’impact
environnemental lié en particulier aux émissions de méthane entérique par les ruminants. L’objectif de cette
these était de comparer la production de méthane en milieu tempéré et en milieu tropical, puis de valoriser
des fourrages tropicaux connus pour leur richesse en tanins dont les propriétés anti-méthanogénes sont
reconnues, et qui peuvent réduire I’impact environnemental sans compromettre la productivité animale.

Cette thése comporte trois expérimentations distinctes. La premiére consistait en une étude in vivo
visant a déterminer si les différences de digestibilité, de production de méthane, de fermentation et
d’écosystéme microbien du rumen observées entre les zones tempérées et tropicales proviennent de
I’environnement (site d’expérimentation en milieu tempéré ou tropical), du fourrage (produit en zone
tempérée ou tropicale), ou du génotype ovin (race de zone tempérée ou tropicale). Les résultats ont montré
que les différences sont liées en priorité a la nature du fourrage, et sont influencées par les interactions entre
génotype, caractéristiques du fourrage et environnement.

La seconde expérience consistait a étudier I’effet de plantes riches en tanins condensés (feuilles de
Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala, Manihot esculenta) sur la production de méthane, 1’ingestion et
la digestibilité de la ration, les fermentations et 1’écosystéme microbien du rumen. Un essai in vivo a
montré que l’incorporation de ces plantes a raison de 40% du régime d’ovins sous forme de granulés
permettait de réduire le méthane entérique sans effets indésirables sur la digestibilité et la fermentation
ruminale. Un essai in vitro a montré que le principal facteur de la réponse a été la dose de tanins condensés
plutét que la source.

La troisiéme expérience consistait en 1’étude in situ et in vitro du pouvoir anti-méthanogéne et de
la dégradation dans le rumen de plantes riches en tanins hydrolysables (feuilles et gousses d’Acacia
nilotica) ou en tanins condensés (feuilles de Calliandra calothyrsus, Gliricidia sepium, Leucaena
leucocephala, Manihot esculenta, Musa spp). Les résultats obtenus suggérent que les tanins hydrolysables
conviennent mieux a la réduction des émissions de méthane que les tanins condensés car ils inhibent
fortement la production de méthane sans effets négatifs marqués sur la fermentation ruminale. Les effets
des tanins sur la production de méthane et la fermentation dans le rumen ont été en partie expliqués par le
devenir des différentes fractions des tanins (libres, associés aux protéines ou aux fibres) dans le rumen.
L’association de plantes riches en tanins hydrolysables et en tanins condensés ne parvient pas a dégager de
possibles synergies entre ces de types de molécules.

Ce travail a permis de montrer qu’il était possible de réduire les émissions de méthane entérique
par les ruminants en milieu tropical par la consommation de fourrages riches en tanins hydrolysables sans
compromettre les processus digestifs dans le rumen ; la diminution de la méthanogenése avec les tanins
condensés présente plus de risque de réduire les fermentations.

Mot clés : méthane, fourrages tropicaux, tanins hydrolysables, tanins condensés, fermentation

ruminale



Summary

Hydrolysable and condensed tannins: a way for reducing enteric methane production by

ruminants in tropical environments

In tropical areas, dairy and meat production from ruminants is limited by low availability and
poor quality of forages. In addition to this dietary constraint, the emission of enteric methane under
these less productive conditions is proportionally larger than under temperate conditions. The aim of
this work is 1) to compare enteric methane production in tropical and temperate environments, and i)
to promote tropical forages rich in hydrolysable or condensed tannins having anti-methanogenic
properties that could reduce the environmental impact without compromising animal productivity.

This work includes three separate studies. The first one was an in vivo study aiming to
determine the origin of the differences of digestibility, methane production, ruminal fermentation and
microbial ecosystem between tropical and temperate countries using as variables: the site of the
experiment (tropics or temperate area), the type of forage (grown in the tropics or in temperate areas);
and the animal genotype (tropical or temperate). Results showed that differences are mainly due to
forages, but with interactions between nature of forages, environment and genotype.

The objective of the second study was to determine the effect of plants rich in condensed
tannins (leaves of Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala, and Manihot esculenta) on methane
production, intake, digestibility, ruminal fermentation and microbial ecosystem. An in vivo trial
demonstrated that the inclusion of 40% of these plants as pellets in sheep diet reduced enteric methane
without compromising the nutritive value of the diet. An in vitro trial showed that the response to
tannins was more due to tannin concentration than to the plant species.

In the third study, plants rich in hydrolysable tannins (leaves and pods of Acacia nilotica) or in
condensed tannins (leaves of Calliandra calothyrsus, Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala,
Manihot esculenta, Musa spp) were studied for their anti-methanogenic properties and their ruminal
degradation in an in situ and an in vitro trial. Results suggest that hydrolysable tannins are more
suitable than condensed tannins for mitigating methane emission because of a strong reduction in
methane production without negatively affecting ruminal fermentation. These results have been partly
explained by the fate of the different fractions of condensed tannins (free, protein-bound and fibre-
bound) in the rumen. The association of plants rich in hydrolysable tannins with plants rich in
condensed tannins failed to produce synergistic effects on methane mitigation.

This work showed that enteric methane production by ruminants could be reduced in tropical
areas by the inclusion of hydrolysable tannins without compromising digestive processes in the rumen;

methane mitigation with condensed tannins may result in a reduction of the extent of fermentation.

Keywords: methane, tropical forages, hydrolysable tannins, condensed tannins, ruminal

fermentation
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I/ Introduction : le contexte

Les derniéres décennies ont vu naitre de par le monde une volonté croissante de
développement écologique avec comme motivation la protection et la préservation de
I’environnement, notamment la limitation du réchauffement climatique. Ce dernier est sans
équivoque, et la lutte contre lui est un enjeu pour la grande majorite des pays. Elle implique la
réduction des émissions de gaz a effet de serre (GES) produits par les activités humaines.
Selon les travaux récents de la FAO, les activités liées a 1’élevage, incluant celles qui se
situent en amont des exploitations d’¢levage, représentent 14,5% des émissions de GES
d’origine anthropique (Gerber et al., 2013). Ces émissions sont dues a trois gaz : le gaz
carbonique (CO,), le protoxyde d’azote (N,O) et le méthane (CHy,), et sont exprimées en
équivalent-CO, afin de tenir compte du pouvoir de réchauffement comparé de ces trois gaz.
Le CH, produit par les fermentations entériques des ruminants représente au niveau mondial

environ 44% des émissions de GES liés a 1’¢élevage.

Bien que I’essentiel de la production de lait et de viande soit réalis¢ dans des zones
tempérées, les zones tropicales sont a I’origine d’une part non négligeable des émissions de
CHy, entérique par les ruminants : 6% pour le continent africain et 13 % pour 1’Asie du Sud
(sous-continent indien) selon Gerber et al. (2013). Cela conduit certains auteurs,
essentiellement américains, a affirmer que les pays en développement sont les premiers
responsables des émissions de CHjy liées a 1’élevage (Thorpe, 2009), oubliant qu’ils sont de
faibles contributeurs aux emissions de CO; dues aux processus en amont de I’exploitation

agricole (fabrication d’intrants et d’aliments concentrés) (Opio et al., 2013).

En fait, les pays tropicaux sont de forts producteurs de CH,4 en raison de la faible
productivité animale par kg de lait ou de viande (Gerber et al., 2011). La raison principale est
que I’émission de CHj entérique est proportionnelle a la quantité d’aliments fermentés dans
le rumen ; elle est estimée par la quantité d’énergie métabolisable ingérée (IPCC, 2007) ou
par la quantité de matiere organique digestible ingérée (Sauvant et al, 2011). Or dans les
zones tropicales en conditions d’agriculture paysanne les animaux sont faibles producteurs,
car ils consomment une quantité modérée d’une ration a base de fourrages de faible
digestibilité. La part des besoins énergétiques d’entretien dans les besoins totaux (entretien +
production de lait ou de viande) est élevée, et par voie de conséquence la production de CH,
est ¢levée lorsqu’elle est rapportée a une unité de production de lait ou de viande (Martin et

al., 2010).
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L’un des principaux facteurs limitants de la productivit¢ des ruminants en zone
tropicale est la faible digestibilité des fourrages tropicaux. Celle-ci est due & une teneur en
parois (NDF, ADF) et en lignine plus élevée que celle de fourrages tempérés a stade de
végétation comparable (Assoumaya et al., 2007). Cette différence est attribuée au mécanisme
de photosynthese. En effet, les plantes tropicales ont développé des alternatives aux
limitations imposées par le climat. Dans le cas des graminées (mais pas des légumineuses), il
s’agit du mécanisme de photosynthése en C4 qui différe du mécanisme tempéré en C3 par le
mode de fixation du CO, au cours de la photosynthése. Il permet a ces plantes d’assimiler la
totalité du CO; et d’avoir un rendement photosynthétique supérieur a celui des plantes en C3.
De plus, le mécanisme en C4 résulte en une teneur élevée en lignine qui affecte

considérablement 1’ingestion et la digestion chez les ruminants (Wilson, 1994).

Cet effet lié a la faible productivité animale pourrait étre renforcé par une émission de
CH, plus forte pour les fourrages en C4 que pour les fourrages en C3, comme cela a été
suggéré par une méta-analyse portant uniquement sur les fourrages (Archiméde et al., 2011) :
les ruminants qui consomment des graminées en C4 produisent 17 % plus de CH4 (par kg de
matiére organique) comparativement a ceux qui consomment les graminées en C3. Toutefois
ce travail souffre d’un biais. La comparaison entre fourrages en C3 et en C4 est en réalité une
comparaison entre des fourrages en C3 consommeés en zone tempeérée par des ruminants
adaptés aux climats tempérés, et des fourrages en C4 consommés en zone tropicale par des
ruminants adaptés aux climats tropicaux. Il importe donc de connaitre 1’origine réelle de ces
différences de production de CHy, afin d’éviter une interprétation erronée des différences

observées.

Les résultats rapportés par la méta-analyse d’Archimeéde et al. (2011) indiquent que les
légumineuses tropicales genérent 20 % moins de CH, que les graminées en C4, probablement
en raison de composés secondaires, car en zone tempérée il n’a pas ét¢ démontré que les
Iégumineuses avaient un pouvoir anti-méthanogene (Doreau et al., 2011). Parmi ces
composés, on pense logiquement aux tanins, qui sont des metabolites secondaires souvent
présents en fortes quantités dans les légumineuses arbustives tropicales. Il a été clairement
montré que les tanins sont susceptibles de réduire la production de CH, (revues de Doreau et
al., 2011 et de Jayanegara et al., 2012). Il a récemment été proposé, sur la base d’une méta-
analyse réalisée sur des mesures de methane in vivo (Eugéne et al., 2018), d’inclure la teneur
en tanins des fourrages dans une équation de prédiction de la production de CH,4 par les

ruminants recevant des fourrages seuls (Sauvant et al., 2018 in INRA 2018).
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Les tanins sont des composes polyphénoliques des plantes qui leur conférent une
défense contre les agressions des phytopathogénes (bactéries, champignons, virus) et des
prédateurs (insectes, mammiféres herbivores). Du point de vue de la composition chimique,
on distingue deux grandes familles de tanins : les tanins hydrolysables et les tanins condensés.
Qu’ils soient hydrolysables ou condensés, les tanins possédent un large éventail d’activités
biologiques, antibactériennes et antioxydantes en particulier, liées a leur caractere réducteur et
a leur affinite pour les protéines. Ces substances sont recommandées en nutrition des

ruminants, pour leur effet antiparasitaire contre les nématodes (Hoste et al., 2012).

Mais I’utilisation de plantes riches en tanins dans I’alimentation des ruminants
présente un inconvénient majeur : les tanins condensés, qui ont la propriété de se fixer aux
parois végeétales, entrainent souvent une limitation de la dégradation des fourrages dans le
rumen, et donc de leur digestibilité, ce qui est un handicap tout particulier dans le cas des
fourrages tropicaux riches en parois (Waghorn, 2008). Leur rdle sur 1’utilisation de 1’azote est
moins négatif ou parfois positif: les tanins, qui se fixent aussi sur les protéines, les protégent
de la dégradation dans le rumen, souvent sans limiter la digestibilité intestinale. En zone
tropicale, les 1égumineuses arbustives fournissent un apport non négligeable d’azote dans la
ration, mais sont souvent de faible valeur énergétique. Quant aux plantes riches en tanins
hydrolysables, qui sont beaucoup moins bien connues, leur valeur nutritive ne serait pas
réduite dans les mémes proportions, mais beaucoup d’entre elles sont toxiques pour I’animal
(Reed, 1995). Aujourd’hui encore, malgré le nombre considérable d’études, les tanins n’ont
pas livré tous leurs secrets, comme en témoigne un article d’une grande spécialiste du sujet
(Mueller-Harvey et al., 2018).

La question est donc de savoir s’il faut envisager ’utilisation de plantes riches en
tanins en milieu tropical pour réduire la méthanogenese. Une premiére réponse peut étre tirée
d’une synthése des effets des différents agents de mitigation de la production de CH,4 (Doreau
et al., 2017): les aliments, additifs ou biotechnologies étudiés dans ce but sont soit moins
efficaces (c’est le cas de toutes les biotechnologies et de nombreux additifs comme les huiles
essentielles), soit efficaces de maniere moins systématique (par exemple les plantes riches en
saponines ou les acides organiques), soit dangereux ou interdits dans certains pays
(antibiotiques ionophores), soit difficiles & recommander pour un usage par I’éleveur
(nitrates), soit trop colteux pour un usage a grande échelle dans les pays tropicaux (lipides, 3-

nitrooxypropanol). En pratique, il ne reste que les plantes riches en tanins.
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Mais 1’usage des plantes riches en tanins dans I’alimentation ne pourra étre
recommandé qu’en connaissant mieux les effets nutritionnels ou antinutritionnels qui en
découlent. Jusqu’a présent, les études sur la digestibilité des plantes riches en tanins ont été
déconnectées de celles de leur role sur la méthanogenese. Il est nécessaire d’analyser
simultanément la digestibilité des sources de tanins et la production de CH; qu’elles
engendrent, en comparant pour cela différentes sources. Un élément de compréhension des
résultats observés pourrait &tre fourni en étudiant le devenir des tanins liés aux parois ou aux

protéines dans le rumen.

A la suite de ces constats, deux objectifs ont été assignés a cette these. Le premier
concerne la différence entre les fourrages tropicaux (en C4) et les fourrages tempérés (en C3).

Il s’agit de :

v' Faire la part du type de fourrage, du type d’animal et de I’environnement
climatique (zone tempérée ou tropicale) dans les différences de production de
CH, entérique observées dans les essais menés en milieu tempéré et en milieu
tropical ;

v' Expliquer les différences de production de CH,4 par la digestibilité, le transit des

digesta et les fermentations ruminales.

Le deuxieme objectif est focalisé sur le pouvoir anti-méthanogéne, in vitro et in vivo, des
tanins condensés et des tanins hydrolysables contenus dans des lIégumineuses fourrageéres et
dans des sous-produits de culture utilisables dans I’alimentation des ruminants en zone

tropicale. Il s’agit de :

v' Evaluer I’impact de I’apport de tanins hydrolysables et de tanins condensés (via
plusieurs ressources) sur I’émission de CH, chez les ruminants in vitro, in situ et
in vivo;

v' Expliquer les différences de production de CH,; par la digestibilité et les
fermentations ruminales, I’écosystéme microbien et le devenir des tanins dans le

rumen.

Afin de situer le contexte des travaux, ce mémoire comporte en premier lieu un état de
I’art. Il présente d’abord la contribution des ruminants aux émissions de CH,4 en zone tropicale
et les pistes envisageables de réduction du CH, entérique. Ensuite il se focalise sur

I’utilisation des plantes riches en tanins pour diminuer ces émissions : caractérisation,
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propriétés et méthodes d’analyse des tanins, effets antiméthanogénes, devenir métabolique et

utilisation pratique (Chapitre 1).

Les trois parties suivantes du mémoire correspondent a la partie expérimentale de 1’étude
et exposent successivement les expériences menées en conditions in vitro, in situ et in vivo. La

premiére partie répond au premier objectif, les deux autres au second objectif.

1. Dans la premiere partie, un essai in vivo a été simultanément mené en zone tempérée
(INRA, Auvergne) et tropicale (INRA, Guadeloupe) dans une optique de comparaison
entre les deux environnements de mesure, entre les fourrages en C3 et C4, et entre
deux génotypes de moutons (tempéré et tropical) par rapport aux émissions de CH, et
a différents facteurs explicatifs (Chapitre 2).

2. La deuxiéme partie expérimentale a consisté a tester, in vitro et in vivo, I’effet anti-
méthanogéne des tanins condensés via quatre sources tropicales (Chapitre 3). Les
plantes riches en tanins condensés sont déja largement consommeées dans les pays

tropicaux.

3. La troisiéme partic a été 1’é¢tude comparative, in vitro et in situ, entre les tanins
hydrolysables et les tanins condensés, par rapport aux effets qu’ils peuvent engendrer
sur la production de CH,, la fermentation ruminale et 1’écosystéme microbien, en
utilisant des fourrages collectés dans différentes zones géographiques tropicales
(Chapitre 4). Cette partie est plus prospective car les tanins hydrolysables sont

actuellement peu présents dans I’alimentation des ruminants.
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I/ Point sur le rechauffement climatique et la place de I'élevage dans ce phénoméne

Les émissions de gaz a effet de serre (GES), leur contribution au changement
climatique mondial et les prévisions d’évolution ont été le sujet de nombreuses études au
cours des derniéres années (Karakurt et al., 2012; Dean et al., 2018). Le réchauffement
climatique représente un défi majeur pour les années futures ; il est désormais reconnu par la
totalité de la communauté scientifique et la grande majorité des hommes politiques en raison
des conséquences irréversibles et destructrices pour la vie sur Terre. Il s’explique par une
augmentation des GES relatifs a ’activité humaine (transport, industrie, agriculture dont
I’élevage...). Ces derniers captent une partie du rayonnement solaire traversant I'atmospheére,
qui de ce fait se réchauffe. Ce phénomene est appelé « forcage radiatif ». L’essentiel du
pouvoir réchauffant est du au CO,, au N,O et au CH,. Ce dernier fait donc partie du trio de
téte des GES. Dans la plupart des pays, il provient de différentes sources anthropigues.
Cependant, le principal secteur d'émission de CHy a 1’échelle mondiale est 'agriculture, qui
domine avec 51% des émissions globales dues a la riziculture et surtout a 1’élevage
(fermentations entériques et effluents d’élevage), notamment du fait de la poussée de la
production animale dans les pays du Sud (Herrero et al., 2009). Les autres émissions liées a
I’élevage (CO, et N,O), généralement calculées par analyse de cycle de vie, concernent
essentiellement la production d’aliments et d’intrants (engrais, pesticides), les transports, la
récolte des fourrages, I’énergie consommeée dans les batiments. Un exemple sur troupeaux de
bovins a viande est montré par Nguyen et al. (2012). Le CH, est un puissant GES qui demeure
dans I’atmosphére pendant environ 9 a 15 ans et qui est 28 fois plus « réchauffant » que le
COs,, sur une période de 100 ans (IPCC, 2014). Le CH, produit par les ruminants n’entraine
pas seulement des problémes environnementaux, il représente également une perte d’énergie
car de 2 a 12 % de I’énergie brute de 1’aliment est converti en CH4 lors de la digestion
microbienne dans le rumen (Johnson et Johnson, 1995). Par conséquent, la diminution de la
production de CH,4 provenant de ruminants est souhaitable pour réduire les émissions de GES

et accroitre I’énergie disponible pour la nutrition des ruminants.

1.1/ Probléme des pays tropicaux, urgence climatique

Les emissions de GES liées a 1’élevage représentent un pourcentage important des
émissions totales de GES dans de nombreux pays en développement, et devraient augmenter
au cours des prochaines décennies (IPCC, 2007). En effet, le secteur agricole est actuellement
confronté au défi de nourrir une population croissante qui devrait passer d’environ 6,5 a

9,2 milliards de personnes d’ici 2050 (FAO, 2009). Plus d’un milliard de cette augmentation
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de population est prévu pour 1’ Afrique. L urbanisation rapide devrait également se poursuivre
dans les pays en voie de développement et la demande mondiale en produits animaux
continuera d’augmenter dans les décennies a venir. Ainsi, les marchés mondiaux doivent
avoir la capacité d’approvisionnement a la fois en céréales et en produits animaux en
quantités souhaitées. Le challenge serait d’accroitre les systémes de production animale tout
en respectant les normes environnementales pour réduire 1’impact potentiel des nouveaux
systemes de production (Thornton et al., 2009 ; Meale et al, 2012). Compte tenu de
I’importance croissante de la consommation de produits animaux dans de nombreux pays
émergents et en voie de développement, les émissions liées a 1’élevage représentent un
pourcentage plus €levé des émissions de GES totales. Dans ces pays, le nombre d’animaux
d’élevage augmente parallélement pour répondre a la demande croissante en
nourriture. L’inefficacité des systémes d’¢levage et le faible investissement dans le secteur
pour améliorer la productivité entrainent une augmentation rapide des GES émis dans
I’atmospheére (Scholtz et al., 2013). En zone tropicale, les pratiques d’élevage sont
généralement ancrées dans la tradition dans des exploitations de type familial, de petite taille
et pratiquant un mode d’élevage peu intensifié. D’aprés la FAO (Opio et al., 2013), les
¢missions par unité de produit sont plus €élevées dans les systémes a basse productivité d’Asie
du Sud, d’Afrique subsaharienne, d’Amérique latine, des Caraibes et d’Asie du Sud-Est
(Figurel).
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Figure 1. Contribution des pays développés, émergents et en développement aux émissions

de méthane et de protoxyde d’azote .
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Ceci est illustré par la relation entre les GES et la productivité animale, présentee par Gerber
et al. (2011) (Figure 2).
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Figure 2. Relation entre les GES et la productivité animale (Gerber et al., 2011).

I1 apparait clairement que ’accroissement de la productivité permettrait la diminution
des émissions de GES d’autant plus que la productivité est faible. En cause, une mauvaise
digestibilit¢ des aliments, des pratiques d’élevage moins performantes en terme de
reproduction (plus d’animaux inutiles qui émettent méme s’ils ne produisent pas), une vitesse
de croissance plus lente et un age plus avancé au premier vélage (soit plus de temps durant
lequel ’animal émet). Un calcul réalisé¢ a partir des tables des besoins énergétiques des
ruminants (INRA, 2018) montre qu’a I’échelle de 1’année, le pourcentage des besoins non
productifs dans les besoins totaux est beaucoup plus élevé pour une vache typique d’une
exploitation familiale africaine que pour une vache a haut potentiel dans un pays développé
(Tableau 1). Cette situation présente un caractere d’urgence qui mérite une grande
considération et une prompte intervention afin de limiter les éventuelles répercussions
irréversibles. La deuxiéme caractéristique de ces pays est leur grande biodiversité fourragere

longtemps considérée de mauvaise valeur nutritive.

L’effet de serre (ou I’'urgence climatique) a modifi¢ la perception des scientifiques Vis-
a-vis de la flore tropicale. La volonté de maitriser une végétation anciennement considérée

comme néfaste a fait place a une démarche beaucoup plus refléchie en cherchant un équilibre
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entre la satisfaction des besoins alimentaires des hommes et des animaux, et la nécessité de

préserver I’environnement.

Tableau 1. Part des besoins énergitiques non productifs dans les besoins totaux : effet de la

productivité de la vache laitiere (Doreau, communication personnelle, d’aprés INRA, 2007).

% de besoins non productifs
Echelle Echelle
de ’année de la vie
700 kg poids, 50 kg lait/j
ler vélage 2 ans - 2,5 lactations
) A ) 33 47
intervalle entre vélages 410 j
700 kg poids, 25 kg lait/j
ler vélage 2,5 ans - 4 lactations
) X ] 47 59
intervalle entre vélages 380 j
400 kg poids, 2 kg lait/j
ler vélage 3,5 ans - 8 lactations
) X ] 87 90
intervalle entre vélages 500 j

1.2/ Options de mitigation en zone tropicale

Depuis une quinzaine d’années, un grand nombre d’études ont été réalisées dans un
objectif de réduction ou de maitrise des émissions de CH,4 a court et moyen terme au niveau
mondial. 1l existe des possibilités importantes et de hombreuses solutions sont préconisees,
mais la réponse de la production de CH, dans le rumen est variable. De nombreuses revues

bibliographiques ont été consacrées a ce sujet, les plus exhaustives étant celles de
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Beauchemin et al. (2009) et Grainger et Beauchemin (2011) au Canada, Martin et al. (2010) et
Doreau et al. (2011) en France, et Hristov et al. (2013a,b) aux Etats-Unis. Depuis, le
développement exponentiel des expérimentations au niveau mondial s’est traduit par des
revues ou méta-analyses plus ciblées sur I’effet d’agents de mitigation apparus récemment,
comme par exemple celle de Lee et Beauchemin (2014) sur 1’utilisation des nitrates ou celle
de Jayanegara et al. (2018c) sur le 3- nitrooxypropanol. Les articles de synthése les plus
récents montrent qu’il n’y a toujours pas de solution miracle (Doreau et al., 2017 ; Islam et
Lee, 2019). Dans ce chapitre, nous ferons une analyse critique des méthodes envisagées pour

réduire les émissions de CHy, basée sur les revues citées ci-dessus en particulier.

Diverses voies ont été explorées dans le but de réduire la quantité de CH,4 produite
dans le rumen (Cottle et al., 2011, Figure 3).

Enteric Methane Mitigation Options
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Inhibiting Enhancing non- Quantitative = Stock numbers
1ok methanogens genetics (animal)
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Figure 3. Options possibles pour réduire la production de méthane entérique (Cottle et al.,
2011).

Dans la plupart des cas, le principe est de minimiser la consommation d’aliment par kg

de produit, lait ou viande, puisque la production de CH,4 est globalement liée a la quantité de
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glucides consommés par I’animal. Certaines font appel a la genétique ou a une modification
du systeme de production ou du mode de conduite des animaux, d’autres a une modification
du fonctionnement du rumen. Dans ce dernier cas, il est possible ou bien de réduire la
production d’hydrogéne (H) par les processus biochimiques dans le rumen, ou bien de
réduire 1’utilisation de H, pour former du CH,. Ce ne sont pas les mémes mécanismes qui sont

mis en jeu dans ces deux cas.

Un moyen qui a été mis en avant trés rapidement est I’augmentation par la génétique
de la productivité animale : potentiel laitier ou potentiel de croissance des animaux.
Augmenter le niveau de production par la génétique, pour réduire la part des besoins
productifs dans 1’alimentation, est une solution coliteuse, et qui est connue pour réduire les
performances de reproduction, la rusticité des animaux et leur adaptation a leur
environnement dans le cas des animaux en conditions difficiles. Améliorer I’efficience
alimentaire en augmentant les performances animales pour une méme quantité ingérée est une
solution séduisante a moyen terme (Basarab et al., 2013) mais les effets secondaires sur la
reproduction et la santé animale ne sont pas connus. Cette solution ne semble pas adaptée a
court ou moyen terme pour les animaux a faible productivité des zones tropicales. Les
modifications du systeme de production ou de la conduite des animaux (Hristov et al., 2013b)
sont des options de long terme, et ne sont pas facilement applicables dans la pratique. Par
exemple, dans une exploitation d’¢levage, augmenter la part du paturage dans I’alimentation
ou abattre plus précocement les bovins a viande, comme le proposent Cottle et al. (2011),
nécessite des changements profonds dans le fonctionnement de I’exploitation, que les éleveurs

ne sont pas préts a adopter dans 1'unique but de réduire les émissions de CHj.

La manipulation du fonctionnement du rumen par la modulation de la ration ou par
’ajout d’additifs est un moyen qui peut €tre mis en ceuvre plus rapidement et plus facilement.
La réduction de la production de CH, est souvent liée a une diminution de deux catégories de
microorganismes, les protozoaires et les archées méthanogenes. Il faut toutefois s’ assurer que
les techniques proposées soient efficaces de maniére assez systématique, et qu’elles
fonctionnent a long terme. En effet, a mesure que les microbes du rumen s'adaptent aux
nouvelles conditions, les effets bénéfiques constatés peuvent s’amenuiser. Les méthodes
utilisées ne doivent pas étre nocives pour I’environnement ou la santé animale ou humaine, ne
pas entrainer d’accroissement des deux autres GES, et ne pas affecter la production de lait ou
de viande. Enfin, I’objectif de ces travaux de thése étant la réduction de CH4 en zone

tropicale, il faut s’assurer de la faisabilité des techniques proposées en zone tropicale, ce que
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seulement peu d’auteurs ont analysé, sans toutefois se prononcer clairement (Forabosco et al.,
2017).

Un moyen efficace de réduire le CH,4 en jouant sur la composition de la ration est
d’utiliser des régimes tres riches en concentré de type céréales, car ils réduisent les
protozoaires qui sont positivement liés a la production de CH4 (Guyader et al., 2014) et
favorisent la production de propionate qui consomme du H; (Doreau et al., 2011). Mais cette
technique présente I’inconvénient d’émettre plus de CO; car il y a plus d’intrants, d’étre
parfois risquée pour la santé de 1’animal en favorisant 1’acidose et d’utiliser des céréales pour
des ruminants, alors qu’elles pourraient servir a nourrir des humains ou des monogastriques.
Le moyen reconnu comme le plus efficace pour réduire le CH4 est d’enrichir la ration en
lipides insaturés, le lin riche en acides gras oméga-3 étant le plus efficace, en raison entre
autres d’une réduction des protozoaires. Toutes les syntheéses concordent sur ce point. Mais
une étude de colt réalisée en conditions frangaises a montré qu’une telle technique, appliquée
a grande échelle, serait trés onéreuse (Doreau et al., 2014). Elle est donc inapplicable en
milieu tropical. Dans certaines zones, un apport de concentré sous forme de graines
oléagineuses est pratiqué, mais il est trop faible pour avoir un effet sur le CH4, comme 1’a
montré une étude dose-réponse (Martin et al., 2016). Enfin, la nature du fourrage pourrait agir
sur la production de CH,. Les relations entre fourrage et émissions de CH, sont peu claires.
L amélioration de la qualité du fourrage entraine une diminution de 1’émission de CH4 par kg
de produit, puisque la quantité¢ d’énergie digestible ingérée par jour par 1’animal sera
supérieure ce qui favorisera la production. Mais pour une méme quantité ingéree, les résultats
sont contradictoires. En effet, plus il y a de fibres ingérées par kg d’aliment d’une part, et plus
ces fibres sont digestibles d’autre part, plus la production de CH,4 sera importante ; or quantité
et digestibilité des fibres varient souvent en sens inverse, par exemple lorsque 1’age du
fourrage varie. Dans les pays tropicaux, on manque de références sur ce point ; en outre il
semble que les fourrages tropicaux en C4 produisent plus de CH, que les fourrages tempérés
en C3 comme cela a déja été dit (Archimede et al., 2011). 11 est donc probable qu’on ne peut

pas réduire la production de CH,4 en milieu tropical en modifiant le type de fourrage.

La piste des additifs alimentaires a été largement étudiée. Les différents auteurs de
revues bibliographiques ou de synthése sont d’accord sur les points suivants: 1) les
antibiotiques ionophores sont efficaces a court terme mais pas toujours a long terme, et sont
une pratique interdite dans beaucoup de pays comme dans 1’Union Européenne ; 2) les

probiotiques (bactéries, levures) ont un effet aléatoire et non reproductible ; 3) les acides
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organiques (malate, fumarate) n’ont pas un effet systématique et cottent trés cher ; 4) les
composés halogénés (bromochlorométhane, bromoethylsulfonate) sont toxiques pour
I’animal ; 5) les enzymes exogénes sont rarement efficaces ; 6) les nitrates sont une solution
systématiquement efficace et peu colteuse, mais qui souffre d’une image négative (surtout
dans les pays développés) et nécessite des précautions d’emploi et un contrdle de son
utilisation afin d’éviter la toxicité pour 1’animal par methémoglobinémie et un accroissement
des émissions de N,O avec des rations riches en azote dégradable dans le rumen (Lee et
Beauchemin, 2014, Doreau et al., 2018) ; 7) le 3-nitrooxypropanol est actuellement 1’additif le
plus systématiquement efficace et probablement a long terme (Jayanegara et al., 2018c), mais
il n’est pas encore commercialisé car ses possibles effets collatéraux ne sont pas connus, et
s’il I’est dans un proche avenir son codt sera probablement élevé et incompatible avec les

réalités économiques des pays tropicaux.

Restent les métabolites secondaires des plantes, qui peuvent étre utilisés sous forme
d’extraits ou sous forme de la plante entiére, ce qui est une solution trés économique et
adaptée aux pays tropicaux pour des systemes peu productifs. Depuis une vingtaine d'années,
les chercheurs s'intéressent de plus en plus a cette catégorie de biomolécules (Bodas et al.,
2012). La reconnaissance des propriétés de ces composés, leur abondance dans les plantes,
leur potentiel nutraceutique et leurs vertus dans la réduction des émissions de CH, sont les
principales raisons de cet engouement (Ugbogu et al., 2019). Les plantes riches en saponines
ont un effet méthanogene lié a une diminution des protozoaires non systématique et trés
variable selon les plantes et pour une méme plante selon les auteurs : les saponines de thé ont
montré leur efficacité dans des essais réalisés en Chine, mais pas dans des essais réalisés en
France (Guyader et al., 2016). Les huiles essentielles ont souvent montré un effet in vitro,
mais sont en moyenne peu efficaces pour réduire le CH,4 in vivo, méme a court terme
(Benchaar et Greathead, 2011). C’est le cas en particulier des composés de 1’extrait d’ail, qui
ont maintes fois réduit le CH, in vitro, mais jamais in vivo. En outre, la composition en huiles
essentielles d’'une méme plante varie selon ’année et le site de récolte entre autres, ce qui
rend difficile de garantir leur efficacité. La seule catégorie de composés secondaires qui de
I’avis des auteurs de synthéses (Jayanegara et al., 2012, Hristov et al., 2013a, Doreau et al.,
2017) réduit trés fréquemment le CH, est celle des tanins. Ces auteurs mentionnent toutefois
que leur intérét anti-methanogéne peut étre freiné par une faible valeur nutritive pouvant

entrainer une réduction de digestibilité de la ration. Toutefois leur présence fréquente en zone
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tropicale conduit a les considérer comme trés intéressants pour reduire le CH,4 entérique en

zone tropicale. C’est ce qui a motivé leur étude dans cette these.

11/ Tanins

Les tanins représentent un des quatre groupes de métabolites secondaires des plantes
supérieures avec les saponines, les huiles essentielles et les alcaloides. A la différence des
métabolites primaires intervenant directement dans la nutrition et la croissance, les
métabolites secondaires participent a la vie de relation de la plante avec son environnement.
La synthése des tanins est ainsi un des mécanismes de défense contre les agressions des
phytopathogénes (bactéries, champignons, virus) et des prédateurs (insectes, mammiféres
herbivores) (Mueller-Harvey et al., 2018). Dans ce chapitre, nous présentons les principaux
aspects de la connaissance des tanins, de leurs propriétés et leurs effets biologiques, afin de
permettre une réflexion conduisant aux expérimentations sur les plantes riches en tanins dans

un objectif de réduction des émissions de CHj.

11.1/ Description et propriétés

Les tanins sont des substances naturelles polyphénoliques, hydrosolubles, de masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000, a saveur astringente, ayant en commun la propriété
de précipiter les protéines, en s’y liant (Bate-Smith, 1954 ; Haslam, 1989 ; Scalbert, 1991). lls
forment une vaste famille de molécules caractérisées par la présence d’au moins un noyau

aromatique associé a un ou plusieurs groupements phénoliques hydroxylés.

Les tanins sont tres répandus dans le regne végeétal, particulierement dans certaines
familles comme les légumineuses (Fabaceae). Parmi elles, on trouve certaines especes
fourragéres tempérées telles que le sainfoin (Onobrychis viciifolia) et les lotiers pédonculé et
corniculé (Lotus pedonculatus et L. corniculatus) (Tedeschi et al., 2014 ; Mueller-Harvey et
al., 2018). Ces plantes largement utilisées dans les siécles passés et oubliées en raison d’une
productivite modeérée sont redécouvertes en raison de leurs propriétés environnementales, et
leur valeur nutritive est réévaluée. On les retrouve en grand nombre dans légumineuses
arbustives fourragéres en régions tropicales, en particulier chez Leucaena leucocephala,
Calliandra calothyrsus et certaines especes du genre Acacia spp. (Mokoboki et al., 2005;
Hess et al., 2008; Sallam et al., 2010). Leucaena leucocephala et Calliandra calothyrsus en

particulier sont cultivées a grande échelle dans certains pays pour leur richesse en protéines.
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Chez les végétaux, les tanins se localisent dans divers organes. Les plus fortes
concentrations se rencontrent souvent dans les fruits, les fleurs et les feuilles. On observe
surtout une accumulation dans les écorces agées et les tissus d’origine pathologique comme
les galles. Ainsi, des analyses effectuées avec le sainfoin ont montré que les feuilles, les fleurs
et les tiges contiennent respectivement 0,31%, 0,30% et 0,07% de tanins (Borreani et al.,
2003). La teneur et la nature des tanins d’une plante vont également varier en fonction de
I’espéce, du tissu et du stade phénologique (Schweitzer et al., 2008), ainsi que des conditions
environnementales : augmentation de la teneur avec le stress thermique et/ou hydrique
(Tharayil et al., 2011 ; Bunglavan et Dutta, 2013).

11.2/ Diversité chimique des tanins

Du point de vue de la composition chimique, on distingue aujourd’hui plusieurs
catégories de tanins, les tanins hydrolysables et les tanins condensés étant les principales
catégories. 1l y a aussi les caffetanins, les labiataetanins et les phlorotanins qui se référent a la
famille des tanins (Okuda et Ito, 2011). Les deux premieres classes sont connues et
intensivement étudiées alors que les travaux de recherche concernant les autres catégories

sont relativement récents.

Dans ce qui suit, nous ne détaillerons que les tanins hydrolysables et les tanins

condensés.

11.2.1/ Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont constitués de molécules phénoliques simples. Ce sont
des esters d’acide gallique et de ses dimeres (acide digallique, acide ellagique) et de

monosaccharides, le plus souvent le glucose (Figure 4).

Comme leur nom I’indique, ils sont facilement hydrolysables par les acides et les
enzymes (tannase) en pyrogallol. Les tanins hydrolysables sont caractéristiques des
Angiospermes dicotylédones (surtout Rosidae, Dilenidae, Hamamelidae). Au niveau
cellulaire, les tanins hydrolysables sont majoritairement présents dans les parois et les espaces

intracellulaires. Les tanins hydrolysables sont souvent répertoriés en 3 trois sous-classes:
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Figure 4. Structure générale des tanins hydrolysables. Gallotanins et monomeres de 1’acide

gallique, 1’acide digallique et penta-O-galloyl-B-D-glucose (Grasel et al., 2016).

a. Tanins galliques ou gallotanins

Ce sont les tanins hydrolysables les plus simples. Chimiquement, il s’agit d’esters
polygalloyl de glucose, mais d’autres molécules peuvent inclure le glucitol, I’hammamélose,
I’acide shikimique, 1’acide quinique et le quercitol (Hagerman, 2011). Le gallotanin prototype
est le pentagalloyl glucose (B-1,2,3,4,6-Pentagalloyl-O-D-Glucopyranose) ou PGG, qui
possede cing liaisons ester identiques impliquant des groupes hydroxyles aliphatiques du
sucre de base (Figure 4). L’anomére alpha n’est pas commun dans la nature. L’hydrolyse
acide de ces molécules libére 1’ose et ’acide gallique. Les gallotanins simples sont
relativement rares dans la nature, cependant ils se trouvent dans plusieurs especes botaniques

comme Acer, Quercus, Rhus, Pelargonium, Acacia (Haslam, 1986 ; Mueller-Harvey, 2001).
b. Tanins ellagiques ou ellagitanins

Avec plus de 500 molécules naturelles caractérisees a ce jour, les ellagitanins forment
de loin le plus grand groupe de tanins hydrolysables connus. Ce sont des esters de 1’acide
hexahydroxy-diphénique (HHPD) et de monosaccharide, généralement -D-glucose (Figure
5).

17



Etat de l'art

HOLC HOL(C i Ho pll
o /
e o P
/ / \ \
" / \ / \ \
HO- —4\:.\\ "?}—-4.“\‘ ,,v‘/'—( H ’ \ : j’:’
4 W 4 d? S
— —< Ho— / ;
£ L OH ‘
Ho O 1o

Hexahydroxydiphenic acid O

£ 7\ \
SN\ /M woH{ H—( )—ou
== —
)0 o HO  OH HO  OH
O
Ellagic acid Ellagitanin

Figure 5. Ellagitanins et monomeéres de 1’acide hexahydroxydiphénique

et acide ellagique (Grasel et al., 2016).

Ils peuvent étre sous forme de monomere, oligomére ou C-glycosidique. Les
ellagitanins ont surtout tendance a former des dimeres et des oligomeres de poids moléculaire
élevé. Les monomeres ont des liaisons de type C-O-C (Silva Pinto et al., 2008). Les
ellagitanins C-glycosidiques se caractérisent par une liaison intermoléculaire trés spécifique
entre le carbone anomérique d’un monomeére et le HHDP ou le groupe galloyl d’un autre
monomere (Quideau, 2009). La structure chimique des ellagitanins a une influence sur leur
sensibilité a I’hydrolyse. De plus, étant des composés de structure complexe, les ellagitanins
subissent facilement des reactions chimiques (isomérisation et oligomérisation). Les
ellagitanins sont plus communs que les gallotanins. Plusieurs ellagitanins ont été isolés des
fruits de Terminalia chebula (myrobolan) (Schmidt et Mayer, 1956), ainsi que des espéces de

Castanea (chéne) et de Quercus (chataignier) de la famille des Fagaceae.
c. Tanins complexes

Appelés également tanins partiellement hydrolysables, ils résultent de la condensation
entre une unité de tanin hydrolysable et une unité de tanin condensé. Cette condensation
conduit a la formation d’une liaison carbone-carbone entre I’atome de carbone C1 du glucose
de la molécule de tanin hydrolysable et un carbone C6 ou C8 de la molécule de flavanol
monomeére ou de tanin condensé (Khanbabaee and van Ree, 2001). On les retrouve dans

certaines plantes comme les écorces de Quercus petraea (Konig et al., 1994).
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11.2.2/ Tanins condensés

Les tanins condensés sont des composés non hydrolysables ayant un poids moléculaire
plus élevé, issus de la polymérisation d’unités flavan-3-ols en dimeres, oligoméres (2-10
monomeres) et polymeres (>10 monomeres), qui sont hydroxylés en position 3. Cette
condensation leur confére une structure voisine a celle des flavonoides (Figure 6). La
variation structurelle des tanins condensés est due aux différentes unités, aux positions,
orientations et types des liaisons inter-flavanoides. Les unités flavan-3-ols les plus courantes
trouvées dans les tanins condensés comprennent la catéchine, 1’epicatéchine, la gallocatéchine

et I’épigallocatéchine (Figure 6) (Naumann et al., 2017).
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Figure 6. Structures des flavanes-3-ols présents dans les tanins condensés (Naumann et al.,
2017).

Dans les structures oligomériques et polymériques des tanins condensés, les unités
flavan-3- ols sont reliées entre elles par deux types de liaisons inter-flavanoides : des liaisons
dites de type B et parfois des liaisons de type A. Les liaisons interflavanoides de type B se
font entre le carbone C4 de I’unité supérieure et les carbones C8 ou C6 de 1’unité inférieure
(moins fréquente) (Smeriglio et al., 2017). Les tanins condensés de type A ont une liaison
éther supplémentaire par rapport au type B qui peut se faire entre le carbone C2 du cycle C de
I’unité supérieure et la fonction hydroxyle portée par le carbone C7 ou C5 du cycle A de
I’unité inférieure (Figure 7). Lorsqu’ils sont traités a chaud en milieu acide, les tanins
condensés peuvent étre dépolymérisés et générer des anthocyanidines, ¢’est pourquoi ils sont
également appelés proanthocyanidines (Porter et al., 1986). Ils sont habituellement dénommés

d’aprés I’anthocyanidine qui est libérée : les procyanidines et les prodelphinidines. Ces
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derniers se différencient par un groupement OH supplémentaire en position R3 et ont en

conséquence une capacité plus élevée a se fixer aux protéines. Au niveau cellulaire les tanins

condensés sont surtout stockes sous forme libre dans les vacuoles (70-80%) et, en proportion

variable, sous forme liée aux fibres ou aux protéines cellulaires (Terrill et al., 1992).
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Figure 7. Exemple des différents types de couplages d’interflavanes se produisant dans les

oligomeres et les polymeéres de tanins condensés (Smeriglio et al., 2017).

11.3/ Propriétés physico-chimiques et biologiques

Les tanins hydrolysables et condensés ont la capacité de se fixer aux protéines. Mais

cette propriété est plus attribuée aux tanins condensés. La nature des associations tanins-

protéines est sujette a un débat scientifique. Des interactions de différentes natures ont été

proposées dans la littérature :

des interactions hydrophobes, des liaisons hydrogéne, des

interactions de type ionique (exclusives des tanins hydrolysables) ou covalente (Kumar and

Singh, 1984 ; Naumann et al., 2017). L’activité biologique des tanins est multifactorielle ; elle

est liée en particulier, au poids moléculaire des tanins, au degré de polymérisation, a la

stéréochimie, a I’hydroxylation, au nombre de sites capables de s’associer avec les protéines,

20



Etat de l'art

ainsi qu’au pH de I’environnement (Smith et al., 2005 ; Bayourthe et Ali-Haimoud-Lekhal,
2014).

Plusieurs auteurs ont montré que la capacité des tanins a précipiter les protéines
augmente avec le poids moléculaire et le degré de polymérisation (Bate-Smith, 1973 ; Vidal et
al., 2003). Cependant, d’autres auteurs comme Huang et al. (2010) et Tharayil et al. (2011)
ont suggeéré une capacité réduite de précipitation des protéines par les tanins condenses ayant
un poids moléculaire et un degré de polymeérisation élevés, et ceci serait di a une liberté
conformationnelle limitée. La conformation des protéines affecte leur affinité pour les tanins
condenses. En effet, les protéines globulaires étroitement enroulées ont une affinité faible
pour les tanins condensés par rapport aux protéines flexibles a structure ouverte (Hagerman et
Butler, 1981). Ces derniers présentent une accessibilité accrue des groupes phénoliques des
tanins condensés pour les groupes carboxyles des protéines, ce qui permettrait de favoriser les
liaisons hydrogene entre les tanins condensés et les protéines (Edelmann et Landl, 2002;
Smith et al., 2005). La complexation des tanins condensés aux protéines est pH-dépendante.
Les liaisons sont plus fortes quand le pH est proche du point isoélectrique de la protéine
(Hagerman and Butler, 1981).

Bien que les tanins exercent principalement leurs effets sur les protéines,
ils peuvent interagir avec les glucides, notamment les hémicelluloses, la cellulose, I’amidon et
les pectines (Chiquette et al., 1988; Schofield et al., 2001). Ils sont capables de se lier aux
glucides et les précipiter (mécanisme de compétition avec les protéines) (Soares et al., 2012).
Dans les tissus des plantes, les tanins condensés peuvent se lier aux fibres (Terrill et al.,
1992).

Les tanins condensés ont la capacité de chélater les minéraux. Certains cations comme
Mg, Ca, Zn, Mn Co, Cu, al, Fe** et Fe®" sont précipités par les tanins condensés a des pH
précis comme pour les protéines (Scalbert, 1991 ; Naumann, et al., 2013a ; Naumann et al.,
2017). La capacité des tanins condensés a se lier aux lipides a également été démontrée
(Tsuchiya, 1999), notamment pour le lipide A du lipopolysaccharide chez les bactéries a
Gram négatif (Delehanty et al., 2007).

11.4/ Analyse des tanins, quelle méthode choisir?

La littérature concernant la méthodologie d’analyse des tanins est diversifiée et parfois
contradictoire. Pour la méme plante, les teneurs mesurées en tanins sont extrémement

variables selon les auteurs, et il est tres vraisemblable que les différences ne soient pas liées
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seulement aux variations des teneurs en tanins en fonction du stade phénologique, du lieu et
de I’année de récolte, I’organe de la plante, des conditions du sol et du climat. Ainsi, pour
Acacia nilotica, la teneur en tanins hydrolysables varie de moins de 0,1 (Zabré et al., 2018) a
18,6% de la matiére séche (Goel et al., 2015). Pour Calliandra calothyrsus, la teneur en tanins
condenses varie de 1,8 (Dzowela et al., 1995) a 36,8% de la matiere seche (Tuwei et al.,
2003). Une cause de cette amplitude de variation est trés certainement la méthode d’analyse
utilisée. Les méthodes actuellement disponibles pour 1’analyse des tanins hydrolysables et
condenses vont des simples méthodes colorimétriques, spectrophotometriques (UV) et
enzymatiques a des techniques de chromatographie couplée a la spectrophotométrie de masse
et de résonance magnétique nucléaire, plus sophistiquées et plus onéreuses mais qui
permettent de définir la structure chimique de la molécule (Zeller, 2019). Ainsi Mueller-
Harvey et al. (1987) caractérisent I’ensemble des composés phénoliques présents dans des
fourrages éthiopiens. Mais méme si ces techniques de référence fournissent des résultats trés
précis, elles ne sont pas adaptées a des études dont 1’objectif principal est le role de tanins
dans le fonctionnement du rumen. C’est pourquoi, nous détaillons uniquement des méthodes
plus simples d’emploi, en particulier celles qui nous ont semblé les plus a méme d’étre

utilisées dans les études de nutrition animale.
11.4.1/ Tanins condensés

Deux méthodes simples de quantification des tanins condensés dans les fourrages sont
couramment utilisées : les méthodes butanol-HCI et vanilline. La méthode butanol-HCI a eté
mise au point par Swain et Hillis (1959). La réaction implique la dépolymérisation des
polymeres dans 1’acide et la conversion des monomeres en anthocyanidines, qui peuvent étre
quantifiées par spectrophotométrie. Cette méthode a une longue histoire et a fait 1’objet de
plusieurs modifications a travers les années afin de I’améliorer. La modification la plus
marquante est celle de Porter et al. (1986), qui ont augmenté la reproductibilité de cette
méthode en optimisant la proportion du butanol et de I’acide, le temps de la réaction,
I’addition d’ions ferreux et la sensibilit¢ de la méthode a la présence d’eau. Depuis cette
modification, cette méthode a été largement recommandée pour déterminer la teneur en tanins
condensés (Hagerman et Butler, 1989; Waterman et Mole, 1994). Terrill et al. (1992) ont
apporté¢ des modifications complémentaires a la méthode qui consistaient en 1’utilisation
d’extraits aqueux, le développement de courbes étalons pour chaque fraction de tanins, la
prolongation du temps d’ébullition et la suppression d’ions ferreux de la réaction. Ces

modifications ont permis 1’utilisation de la méthode butanol-HCI pour la mesure de la teneur
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en tanins condenses en trois fractions différentes : libres ou extractibles, liés aux protéines et
aux fibres. La méthode butanol-HCI de Terrill et al. (1992) est tres recommandée pour
I’évaluation de la teneur en tanins des plantes riches en tanins condensés ; des auteurs ont en
effet constaté que leur méthode n’a pas réussi a analyser de trés faibles concentrations de
tanins condensés, c'est-a-dire, lorsque les plantes en contiennent moins de 1 % (Jackson et al.,
1996). La méthode butanol-HCI est encore sujette a de nombreuses études visant a 1’améliorer
davantage en optimisant les procédés d’extraction en modifiant les solvants (Mané et al.,
2007 ; Grabber et al., 2013 ; Shay et al., 2017). L’avantage de la méthode butanol-HCI est
qu’elle peut étre utilisée directement sur du matériel végétal ou sur des résidus extraits par
solvant. Elle permet une quantification directe de toutes les fractions de tanins condensés,
c’est-a-dire les extractibles et les non extractibles (Tarascou et al., 2010 ; Perez-Jimenez et
Torres, 2011). Selon le solvant utilisé, les tanins condensés extractibles représentent
généralement entre 10 % et 50% de la teneur totale en tanins condensés, et dans certains tissus
végétaux, ils peuvent atteindre 90% du total des tanins condensés (Marles et al., 2003).
Typiquement, I’analyse des tanins condensés avec cette méthode s’effectue en utilisant
I’acétone qui semble étre le solvant le mieux établi en terme d’extraction des tanins condensés
(Lindroth et al., 1996 ; Lindroth et al., 2002 ; Liu et al., 2009). Elle est souvent diluée avec
I’eau (7:3) (Karonen et al., 2004; Sivakumaran et al., 2006; Esatbeyoglu et al., 2010). Le
deuxiéme solvant communément utilisé aprés 1’acétone est le méthanol (Yu et Dahlgren,
2000 ; Xu et al., 2012). Pour les solvants aussi, les résultats sont contradictoires ; par exemple
Sarnoski et al. (2012) n’ont pas trouvé de différence en comparant 1’extraction des tanins par
différents solvants. Les différences structurelles entre les tanins condensés provenant de
diverses sources végétales peuvent conduire a des réactivités variables a ce test d’ou la
nécessité d’utiliser des standards de tanins condensés purifiés de la méme espéce si une
quantification absolue est indispensable (Terrill et al., 1992 ; Jackson et al., 1996). En effet,
les standards internes different des standards commerciaux comme le quebracho et qui
souvent surestime ou sous-estime la teneur en tanins condensés (Wisdom et al., 1987 ; Giner
Chavez et al., 1997 ; Schofield et al , 2001 ; Wolf et al., 2008 ; Hattas et al., 2012).
Cependant, I’utilisation d’un standard commercial comme le quebracho avec la méthode
butanol-HCI est plus pratique et permet tout de méme une quantification cohérente et une
comparaison objectives entre les especes végétales notamment pour les études qui concernent

la nutrition animale ou 1’¢lucidation de la structure chimique est secondaire.
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La methode a la vanilline permet également de déterminer la teneur en tanins
condensés dans les fourrages. La premiére version de cette méthode a été décrite par Swain et
Hillis (1959) ; elle implique la réaction de la vanilline préparée dans une solution d’acide
sulfurique a 70% avec le noyau A des flavan-3-ols ou des flavan-3,4-diols pour former un
produit de condensation rouge qui peut étre mesuré par spectrophotomeétrie a 500 nm (Swain
et Hillis, 1959). Burns (1971) a modifié¢ la méthode en remplagant 1’acide sulfurique a 70%
par l'acide chlorhydrique pour mesurer la teneur en tanins des grains de sorgho. Ceci a
simplifié la procédure, mais les composés colorés obtenus avec 1’acide sulfurique étaient plus
stables que ceux obtenus avec ’acide chlorhydrique qui ont une plus faible reproductibilité
(Scalbert, 1992). Afin d’améliorer la sensibilité et la reproductibilité du dosage, cette méthode
a également été sujette a de nombreuses modifications en testant plusieurs facteurs tels que la
concentration de la vanilline, le solvant d’extraction, le temps de I’extraction et de la réaction,
la température, ainsi que les standards utilisés pour I’expression des résultats (Maxon et
Rooney, 1972; Makkar et Becker, 1993). Comparativement a la méthode butanol-HCI, la
méthode vanilline-HCI1 a été moins explorée. La derniére tentative d’amélioration de cette
méthode quantitative a été publiée par Sun et al. (1998). La méthode de vanilline a été
utilisée pendant de nombreuses années comme méthode colorimétrique pour le dosage des
tanins condensés en raison de sa sensibilité et de sa simplicité (Desphande et al., 1986) mais
une plus faible reproductibilité et une spécificité moindre la rendent de moins en moins

employée.
11.4.2/ Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont également dosés par des méthodes colorimétriques, mais
ces derniéres ont été moins étudiées que celles des tanins condensés. Deux méthodes sont
couramment employées. La premiere est la méthode au réactif KIO3 décrite par Bate-Smith
(1977) qui permet de déterminer les gallotanins et les ellagitanins. Cette derniere avait
quelques inconvénients par rapport au développement de la couleur qui dépend de facon
critique de la température et de la durée de la réaction. Pour cette raison, cette méthode a eté
modifiée par Willis et Allen (1998) qui ont réexaminé ce test en détail et ont suggéré un
protocole amélioré pour la détermination des gallotanins et ellagitanins, et juste aprés par
Hartzfeld et al. (2002) afin de faciliter le screening des tanins hydrolysables dans les aliments
et les fourrages avec un protocole qui peut étre mis en ceuvre dans des laboratoires dotés de
capacités instrumentales limitees. La deuxieme méthode est celle de la rhodanine développée

par Inoue et Hagerman (1988) et qui dose spécifiquement les gallotanins. Ces derniers sont
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mesurés en déterminant la quantité d’acide gallique avant et aprés hydrolyse des tanins en
conditions anaérobies. Il est possible de déterminer les ellagitanins par différence entre les
résultats obtenus par la premiere et par la deuxieme méthode.

Les tanins hydrolysables peuvent aussi étre estimés indirectement par la méthode de
Folin Ciocalteu qui permet de quantifier globalement les composés phénoliques (Porter et al.,
1986). Le réactif de Folin Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
et d’acide phosphomolybdique. Il est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite, dont 1’absorption
maximum est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols
présents dans les extraits végétaux. Afin de séparer les composés phénoliques totaux des
composés phénoliques autres que les tanins, un dosage différentiel avant et aprés ajout d’un
polymere insoluble qui se lie aux tanins, le polyvinylpolypyrrolidone (PVPP), est réalisé pour
avoir la quantité des tanins totaux. Enfin les tanins hydrolysables sont obtenus par
soustraction entre les tanins totaux et les tanins condenses préalablement dosés par la méthode
butanol-HCI. Cette méthode nous semble trés imprécise, car la technique de Folin-Ciocalteu
est réputée pour son manque de reproductibilité et sa non-spécificité des polyphénols (Makkar
et al., 1993); et la différence entre deux analyses utilisant cette technique est d’autant plus
imprécise.

Pour conclure, le choix d’une méthode de dosage demeure jusqu’a présent délicat. La
non maitrise de 1’interaction structure chimique/activité biologique et les différences entre les
résultats obtenus est un sérieux obstacle dans la recommandation d’une méthode d’analyse
particuliére a I’heure actuelle. Il est donc suggéré d’utiliser, dans la mesure du possible, une
série de méthodes pour caractériser les plantes contenant des tanins. En plus des méthodes
chimiques, d’autres tests biologiques, comme la diffusion radiale qui mesure le taux de
précipitation des protéines par les tanins, devraient également étre envisagés en conjonction

avec des essais sur animaux afin de déméler les effets des tanins sur la nutrition animale.

11/ Tanins comme anti-méthanogénes, molécule de controverse ?

111.1/ Rappel de la méthanogése ruminale

Les régimes des ruminants comprennent approximativement de 75 % de glucides sous
forme de cellulose, d’hémicelluloses et d’amidon. Dans le rumen, ces sucres complexes sont

dégradés par les enzymes du microbiote ruminal et libérent trois principaux acides gras
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volatils (AGV), I’acétate, le propionate et le butyrate. Ces AGV seront par la suite absorbés a
travers la paroi du rumen et sont utilisés comme source d’énergie par I’animal. En plus des
AGV, le microbiote ruminal génére des sous-produits du métabolisme comme le H; et le CO,

qui sont les précurseurs du CH,4 entérique (Figure 8).

Glucides de la ration
(cellulose, amidon)

bactéries
protozoaires
Acétate | H, || CO, €O, ||Propionate
butyrate I I
méthanogénes ~ /

CH,

Figure 8. Schéma synthétisant la méthanogénése ruminale.

Deux groupes de ce microbiote sont les principaux producteurs de Hy, il s’agit des
bactéries et des protozoaires. Un autre groupe se charge d’utiliser le H, pour produire le CHy,
il s’agit des archées méthanogenes. En effet, de fortes concentrations en H, dans le rumen
impliquent le ralentissement de ’activité des microbes qui fermentent les aliments, ce qui
pourrait compromettre la production d’AGV (McAllister et Newbold, 2008). Pour une
fermentation optimale, un équilibre entre la production et 1’utilisation de le H, doit étre
maintenu dans 1I’environnement ruminal. L hydrogene est la principale source d’énergie pour
les archées méthanogeénes (dans un degré moindre 1’acétate, le formate et les alcools). Ces
bactéries utilisent le H, pour réduire le CO;, en CHy, selon la réaction suivante : 4 H, + CO,
- CH4 + 2 H,0. Le CH, et le CO; sont ensuite éructés pour I’essentiel, une petite partie étant
absorbée par la paroi du rumen puis exhalée. D’autres voies d’utilisation du H, sont possibles,
mais sont normalement trés minoritaires. Les plus connues sont la voie de I’acétogenese, qui

produit de I’acétate a partir de CH4 et CO, gréce a des bactéries acétogénes et la voie de la
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réduction des nitrates qui produit des nitrites et de I’ammoniac a partir de H; et de NO3 gréce

a des bactéries nitroréductrices (Morgavi et al., 2010).
111.2/ Interactions tanins méthanogénese

Les études montrent des effets tres variables de ces substances sur la méthanogénese.
La plus grande partie des travaux aboutissent a une réduction de la méthanogénése confirmee
par la méta-analyse de Jayanegara et al. (2012) qui récapitule 15 essais in vitro et 15 essais in
vivo comprenant 171 traitements portant sur les tanins hydrolysables et condenses. Le taux de
réduction du CH,4 entérique varie considérablement entre les études, de 2% a 63% (Patra et
Saxena, 2010 ; Bodas et al., 2012). La variabilité de la réponse aux tanins a été expliquéee par
plusieurs auteurs et les avis étaient parfois contradictoires. Elle peut étre due a la nature des
tanins (hydrolysables ou condensés), a leur structure chimique, en particulier leur poids
moléculaire (Huang et al., 2011) ou tout simplement a la dose employeée. Les tanins peuvent
étre consommeés directement dans certains fourrages ou ajoutés sous forme d’extraits a la
ration. Wischer et al. (2013) ont évalué in vitro les effets de 10 extraits de tanins
(hydrolysables et condenses) sur la production de CH,4 et ont noté des réductions allant de 8 a
28 %. Des résultats similaires ont été rapportés par Carulla et al. (2005), Wang et al. (2008),
et Puchala et al. (2012) pour les extraits de tanins condensés. Plusieurs auteurs établissent une
relation négative entre les teneurs en tanins de différentes plantes et les productions de CHy in
vitro (Hariadi et Santoso, 2010 ; Niderkorn et al., 2011 ; Soltan et al., 2013) et in vivo
(Animut et al., 2008a, b ; Puchala et al., 2012), ce qui suggérerait que la structure et la nature
des tanins n’est pas un élément majeur de la variabilit¢ de D’effet des tanins sur la

méthanogéneése, par rapport a la dose de tanins.

Les tanins hydrolysables sont moins étudiés que les tanins condensés en raison de leur
risque potentiel de toxicité hépatique et rénale pour ’animal (Reed, 1995). Jayanegara et al.
(2015) ont rapporté que les tanins hydrolysables perturbaient moins les processus fermentaires
et étaient plus efficaces dans la réduction de CH, in vitro que les tanins condensés. Les
mémes conclusions ont éte tirées par Hassanat et Benchaar (2013) et Min et al. (2015) pour
des extraits de tanins hydrolysables. Bhatta et al. (2009) ont analysé six sources commerciales
contenant des tanins hydrolysables et des tanins condensés et ont montré un plus grand
potentiel de réduction de la méthanogénese par I’utilisation d’un mélange de tanins
hydrolysables et des tanins condensés. La méme tendance a été rapportée par Aboagye et al.
(2019).
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Cependant, quelques études échouent a démontrer une quelconque réduction des
émissions de CH,. En effet, ’ajout de I’extrait de bois de chataignier (riche en tanins
hydrolysables) a raison de 0,2% de la ration ne montre aucun effet sur la méthanogénese in
vitro (Sliwinski et al., 2002). De méme, Beauchemin et al. (2007) n’ont observé aucune
inhibition de la production de CH, par 1’ajout du quebracho (riche en tanins condensés) a 2%

de la ration mais ces études restent minoritaires.

L’inhibition de la méthanogénese par les tanins est généralement (mais non
systématiquement) accompagnée d’une réduction de la production de gaz qui indique une
diminution de la dégradation des glucides, ce qui constitue I’inconvénient majeur de
I’utilisation des tanins pour la mitigation du CH,4. Ainsi des études in vitro ont montré que le
remplacement de 45% du régime alimentaire par Lespedeza cuneata ou Desmodium
paniculatum, ayant une concentration de tanins condensés de 2,6 et 9,0 %, respectivement,
provoque une diminution de la production de CH4 sans compromission de la fermentation
ruminale (Naumann et al., 2015). De méme, Cieslak et al. (2012) ont montré que les tanins
condensés de Vaccinium vitis idaea distribués a raison de 2 g/kg de matiere séche atténuaient

la production de CH,4 sans effet négatif sur la fermentation.

111.3/ Mécanismes de I’effet antiméthanogéne des tanins

La premiére raison pouvant expliquer la diminution de production de CH,4 en présence
de tanins est la diminution de la quantité de glucides dégradés qu’ils entrainent, puisqu’il y a
un lien direct entre quantité de glucides digérés et CH,4 produit. Cette diminution peut étre liée
a ’action négative des tanins sur la digestibilité des parois, mais aussi parfois a la plus faible
concentration en parois de I’aliment, en raison d’une concentration élevée en constituants
secondaires ou en protéines. Mais les tanins ont aussi un effet antiméthanogene par une action
inhibitrice sur le microbiote. Qu’ils soient hydrolysables ou condensés, les mécanismes mis
en jeu ne sont pas encore complétement établis. Il existe de multiples mécanismes qui
pourraient expliquer I’effet antiméthanogéne observé, mais il est probable que ces

mécanismes ne soient pas exclusifs.

Le premier mécanisme est que les tanins agissent directement sur les archées
méthanogénes du rumen. Plusieurs études ont montré une action bactériostatique ou
bactéricide des tanins vis-a-vis de ces microorganismes, variable en fonction du groupe de
méthanogenes et du type de tanins. En effet Tavendale et al. (2005) ont évalué la sensibilité

de deux souches de Methanobrevibacter ruminantium : YLM-1 et DSM1093 ; ils ont montré
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que les fractions oligomériques des tanins condensés de Lotus pedunculatus étaient inactives
contre les deux souches en culture pure. Cependant une fraction polymérique de tanins a
complétement inhibé ces deux souches. L’effet inhibiteur pour la souche YLM1 était de type
bactériostatique, tandis que pour la souche DSM1093 il était de type bactéricide. Une
tendance similaire a été observée par Ridwan et al. (2019) qui ont rapporté une baisse de 50%
de la population d’archées méthanogeénes quand le niveau d’incorporation d’ensilage de
Iégumineuses contenant des tanins atteint 65% de la ration. De méme, Tan et al. (2011a) ont
montré que le nombre d’archées appartenant a ’ordre des Methanobacteriales diminue
faiblement de maniére curvilinéaire et cubique, alors que les archées méthanogénes globales
diminuent plus d’une maniéere linéaire avec des doses croissantes de tanins condensés de
Leucaena leucocephala. Les mémes auteurs ont rapporté une modification de la diversité de
la population d’archées méthanogénes chez des bovins consommant des tanins condensés,
comparativement a un témoin : le nombre d’archées méthanogénes appartenant aux ordres des
Methanomicrobiales et des Methanobacteriales est divisé par 2 et 5, respectivement (Tan et
al., 2011b). De telles relations structure-activité ont été également démontrées par Saminathan
et al. (2016), qui ont trouvé que les tanins condensés de Leucaena leucocephala de différents
poids moléculaires modifient la diversité de la population d’archées méthanogeénes du rumen.
En effet, I’augmentation du poids moléculaire des tanins condensés a entrainé in vitro une
diminution de la population de Methanobrevibacter et une augmentation de la population de

Thermoplasmata.

Selon le type et la dose, les tanins condensés peuvent inhiber directement la
croissance des archées méthanogénes dans le rumen (Patra and Saxena, 2010; Williams et al.,
2011), ou perturber la symbiose méthanogénes-protozoaires. Ainsi Ng et al. (2016) ont
rapporté 1’existence d’une adhésine protéique qui intervient dans |’établissement de la
symbiose archées méthanogenes-protozoaires; d’autres parties cellulaires comme les
membranes, la paroi et le glycocalyx, contiennent également des protéines. Il est possible que
les tanins condensés se lient a ces parties protéiques et par conséquent interferent avec
I’établissement de la symbiose et réduisent le transfert interspécifique du H, des protozoaires
vers les archées méthanogenes. Bien que les tanins hydrolysables affectent également les
archées méthanogeénes (Field et al., 1989), ces substances sont communément considérées
comme plutdt toxiques pour I’animal (Reed, 1995) et n’ont donc pas fait 1’objet d’études
approfondies. Cependant, Goel et Makkar (2012) ont montré que les tanins hydrolysables ont

entrainé une réduction plus importante de la population des archées méthanogenes ou des
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microorganismes qui leur fournissant du H, Une tendance similaire a été observée par

Jayanegara et al. (2015).

Le deuxiéme mécanisme est que les tanins peuvent induire des changements majeurs
dans les populations bactériennes impliquées dans la dégradation des fibres et des protéines.
En effet, ils exercent une action sélective vis-a-vis des bactéries cellulolytiques du rumen
comme Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus et Ruminococcus flavefaciens qui
sont inhibées par les tanins condensés (Sharifi et al., 2019). Cependant, le degré d’inhibition
varie selon les études, en fonction de la dose et du type de tanins employé. Par exemple,
Singh et al. (2011) ont noté que 1’inclusion des feuilles de Ficus infectiria (8 a 12 % de tanins
condensés) a raison de 50 % du régime alimentaire des chevres induisait une réduction de
Ruminococcus flavefaciens mais n’avait aucun effet sur Fibrobacter succinogenes. Des
phlorotanins d’une algue brune a 0,5 mg/mL ont inhibé la croissance de Fibrobacter
succinogenes, mais ont eu un effet minime sur Ruminococcus albus et Ruminococcus
flavefaciens (Wang et al., 2009). Les tanins condensés ont également un effet sur les bactéries
non cellulolytiques ; ils ont une action inhibitrice sur la croissance in vitro de Butyrivibrio
fibrisolvens et Streptococcus bovis mais ont peu d’effet sur Prevotella ruminicola et
Ruminococcus amylophilus (McAllister et al., 1994). Ces résultats concordent également avec
les données du pyroséquencgage de rDNA-16S sur les extraits de tanins condensés et de tanins
hydrolysables de quebracho et de chataigner, respectivement (Min et al., 2014b). Cette étude
a révélé que I’ajout de I’extrait de chataigner augmentait 1’abondance de Prevotella spp, aux
dépens d’autres espéces, comparativement au témoin ; ils ont également rapporté une absence
d’effets significatifs de ces extraits sur Ruminococcus spp. Une tendance similaire a été
rapportée par Ridwan et al. (2019) avec une prédominance de Prevotella brevis, P.
ruminicola, Succiniclasticum ruminis suite a 1’addition d’ensilage de 1égumineuse contenant

des tanins.

L’activité antimicrobienne des tanins est attribuée aux interactions des tanins avec les
parois cellulaires des bactéries provoquant ainsi chez ces derniers des changements
morphologiques. C’est le cas de Fibrobacter succinogenes, Butyrivibrio fibrisolvens et
Streptococcus bovis dont la paroi a été modifiée par la formation de complexes protéines
tanins (Bae et al.,, 1993; Jones et al., 1994). L’inhibition peut concerner 1’activité
enzymatique car les tanins condensés se lient aux enzymes microbiennes, ralentissant leur
activité (Gongalves et al., 2011). En effet, I’endoglucanase extracellulaire de Fibrobacter

succinogenes a été inhibée in vitro par les tanins condensés de Lotus corniculatus (0,1 a 0,4
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mg/mL) (Bae et al., 1993). L’effet antibactérien peut se traduire par une déstabilisation des
membranes cytoplasmiques. Il a été démontré que les catéchines ont une action bactéricide
car elles endommageaient la membrane (Ikigai et al., 1993). L’action des tanins peut se
manifester directement sur le métabolisme par inhibition de la phosphorylation oxydative, la
privation de substrats pour la croissance microbienne et la chélation des cations réduisant leur
disponibilité pour les microorganismes (Kumar et Vaithiyanathan, 1990; Scalbert,
1991; Jones et al., 1994 ; Smith et al., 2005). En effet, les tanins condensés se lient aux
minéraux (Lavin, 2012) et aux molécules organiques comme les protéines (Saminathan et al.,
2014), les glucides (Soares et al., 2012) et les lipides (Delehanty et al., 2007). Il est possible
que ces complexes deviennent indisponibles comme substrat pour [’utilisation par les
microbes du rumen ; cette hypothése est souvent la premiere explication mise en avant, bien
que 1’étude de Naumann et al. (2013b) ait démontré une faible relation entre les protéines
précipitées par les tanins condensés et la diminution du CH,. Les effets observés sur les
populations bactériennes ci-dessus affectent indirectement la digestibilité des parois ; celle-ci

est inhibée et par conséquent réduit la quantité de CH,4 produit par 1’aliment.

Un troisieme mécanisme pourrait étre une action des tanins sur les protozoaires.
Ceux-ci sont symbiotiques avec environ 37 % des archées méthanogenes du rumen (Finlay et
al., 1994). L’effet des tanins sur les protozoaires est trés variable et varie de 1’absence d’effet
a un effet positif ou trés négatif (Patra et Saxena, 2009). La méta-analyse de Jayanegara et al.
(2018b) menée sur des études in vitro en Rusitec a montré 1’absence d’effet des tanins sur la
population de protozoaires. De méme, Benchaar et al. (2008) n’ont observé aucun effet sur le
nombre de protozoaires chez des bovins laitiers nourris avec un régime contenant un extrait
de quebracho (concentrations de tanins condensés de 70%, a raison de 150 g/jour)
probablement en raison de la faible dose employée. Le méme résultat est rapporté par Pifieiro-
Vazquez et al. (2018) in vivo avec les tanins condensés de Leucaena leucocephala. Pour leur
part, Salem et al. (1997) ont observé in vivo une augmentation linéaire du nombre de
protozoaires chez des ovins nourris a base de foin de luzerne mélangé a des proportions
croissante de feuilles d’Acacia cyanophylla Lindl contenant 4,5 % de tanins condenses. La
méme tendance a été rapportée par Animut et al. (2008a) pour Lespedeza striata. De méme,
les tanins condensés de Lotus corniculatus et Hedysarum coronarium entrainent une
augmentation du nombre de protozoaires chez des ovins (Chiquette et al. 1989). Inversement,
plusieurs rapports indiquent 1’effet inhibiteur des tanins sur les protozoaires du

rumen. Cependant, peu d’études rapportent une diminution des protozoaires associés a
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I’emploi des tanins in vivo (Lima et al., 2019), contrairement aux études in vitro de courte
durée (systeme batch) pour lesquelles les diminutions sont plus fréquentes. En effet, Bhatta et
al. (2015) ont noté une diminution de la population des protozoaires ciliés du rumen en testant
in vitro des plantes tropicales ayant une concentration de tanins de 26 % et 13,8 %,
respectivement. Makkar et al. (1995a) ont signalé que les tanins condensés du quebracho (0,1
a 0,4 mg/mL) réduisaient significativement le nombre total de protozoaires in vitro. L’effet est
plus prononcé sur les holotriches. Monforte-Briceno et al. (2005) ont testé in vitro les
propriétés de défaunation de 15 arbres fourragers, qui contiennent des teneurs variables de
tanins condensés. Sur les 15 fourrages, I’effet inhibiteur sur les protozoaires s’observait chez
les fourrages dont la teneur en tanins condensés était supérieur & 10% de la matiére séche,
soit Acacia farnesiana, Calliandra calothyrsus et Lysiloma latisiliquum pour lesquels le
nombre de protozoaires était réduit a zéro au bout de 24 h. Ceci peut étre expliqué par le fait
que la population des holotriches est plus sensible aux tanins que la population des
entodiniomorphes (Carulla et al., 2005), mais comme elle est beaucoup plus réduite que celle
des entodiniomorphes, la population totale de protozoaires semble peu sensible a la présence

de tanins condensés dans le rumen.

Peu d’essais ont testé I’effet des tanins hydrolysables sur les protozoaires. Un extrait
de Terminalia chebula a diminué in vitro le nombre d’entodiniomorphes grands et petits
(Patra et al., 2006). Par contre, I’é¢tude de Bhatta et al. (2009) n’a montré aucun effet in vitro

des tanins hydrolysables du myrobolan et du chataigner sur les protozoaires.

Les effets anti-protozoaires des tanins pourraient étre bénéfiques pour I’inhibition de la
méthanogenése dans le rumen en réduisant la production de H,. Cependant, les mécanismes
d’inhibition des protozoaires du rumen par les tanins ne sont pas clairement connus. Pour
conclure, I’effet des tanins sur les protozoaires n’est pas systématique et les effets négatifs les
plus marquants ont été observés essentiellement dans les études in vitro qui sont moins fiables

pour estimer la variation de la population des protozoaires.

Une nouvelle hypothése est que les tanins condensés et leurs derives peuvent jouer le
role d’accepteurs de H; et par conséquent réduisent la quantité de H, disponible dans le rumen
pour former du CH4 (Naumann et al., 2017). En effet, Becker et al. (2013) ont rapporté une
réduction linéaire de la production de CH, in vitro suite a I’ajout de catéchine de flavan-3-ol ;
a partir de données sur la dégradation de la catéchine ; ils en déduisent que la diminution de

CH, peut étre totalement expliquée par la capture de 6 atomes de H lors de la dégradation
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réductive de la catéchine (Figure 9). Jusqu’a présent, aucune autre étude ne confirme cette
hypothése.

OH
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Figure 9. Catéchine en tant que puits d’hydrogene pendant la fermentation ruminal in

vitro. (Naumann et al., 2017 adapté de Becker et al., 2013).
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IVV/ Adaptation des bactéries aux tanins : mécanismes de tolérance

Des bactéries capables de dégrader ou de tolérer les tanins ont été isolés du tube digestif
de plusieurs especes animales exposées aux fourrages riches en tanins (Osawa, 1990;
Brooker et al., 1994; Nelson et al., 1995; Odenyo et al., 2001; Misrak, 2001, Ephraim et al.,
2005, Kumar et al., 2014). Les bacteéries tolérant et/ou dégradant les tanins condensés comme
Streptococcus bovis, Coprococcus sp. et Streptococcus caprinus, Selenomonas ruminantium
et Streptococcus gallolyticus ont été isolés du liquide ruminal des chameaux et des chévres
sauvages (Brooker et al., 1994), des chevres (Skene et Brooker, 1995), des moutons, des

chévres et des antilopes (Odenyo et Osuji, 1998).

Les bacteries tolérantes aux tanins sont présentes dans le rumen indépendamment de la
géographie, du climat et de I’organisme hdte (Nelson et al.,, 1998) . Ces bactéries se
présentent sous différentes formes morphologiques, en cocci, ou en bacilles. Brooker et al.
(1994) ont isolé une bactérie de 1’espéce Streptococcus caprinus résistante aux tanins
hydrolysables et condensés de chevres sauvages consommant Acacia aneura (contenant de 11
a 14 % de tanins), mais absent chez les chevres domestiques et les moutons. Une autre
bactérie diplococcoide anaérobie, isolée du rumen de chévre nourries de Desmodium
ovalifolium (contenant 17 % de tanins condensés), a pu se développer en présence de 30 g/L
d’acide tannique et 4 g/L de tanins condensés de Desmodium ovalifolium et cette bactérie a pu
dégrader I’acide tannique en pyrogallol (Nelson et al., 1995). De méme, Odenyo et Osuji
(1998) ont réussi a isoler trois souches de bactéries tolérantes aux tanins appartenant
probablement a Selenomonas spp., Streptococcus caprinus et Butyrivibrio fibrisolvens de
moutons, de chévres et d’antilopes, qui ont pu se développer dans des milieux contenant 50
g/LL d’extrait de tanins et 50 a 70 g/L d’acide tannique. Dans le rumen, la présence de
bactéries tolérantes aux tanins dépend de 1’exposition préalable des animaux a des régimes
riches en tanins, car ce type de bactéries est peu présent chez les ruminants qui n’ont aucun

antécédent de consommation de tanins (Brooker et al., 1994; Nelson et al., 1998).

Les mécanismes par lesquels ces bactéries s’adaptent aux tanins sont mal
connus. Plusieurs mécanismes de résistance ont été proposés (Figure 10). L’adaptation
concerne souvent la paroi bactérienne. La microscopie électronique a indiqué que les tanins
condensés du sainfoin étaient liés aux polymeres de la paroi chez Streptococcus bovis,
Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola et Ruminobacter amylophilis, mais une
croissance et une division cellulaires anormales ont été observées uniquement chez

Streptococcus bovis et Butyrivibrio fibrisolvens (Jones et al., 1994).
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Figure 10. Mécanismes de tolérance des bactéries vis-a-vis des tanins (Patra et al., 2012
adapté de Patra et Saxena, 2011)

Certaines bactéries cultivées en présence de tanins sécretent un exo-polysaccharide
(glycoprotéine) formant une couche protectrice autour des cellules pour les protéger contre
I’action des tanins (Figure 11) (O’Donovan et Brooker, 2001; Krause et al., 2005). Cette
matrice permet a la bactérie de maintenir sa croissance en présence de concentrations de
tanins jusqu’a 10 fois plus élevée (O’Donovan et Brooker, 2001). Bae et al. (1993) ont signalé
que les cellules de Fibrobacter succinogenes S85 cultivées en présence de tanins condensés
possédaient également une surface extracellulaire dense liée a la formation de complexes
protéines-tanins. L’adaptation aux tanins peut étre de type morphologique (Jones et al., 1994;
McAllister et al., 1994). O’Donovan et Brooker (2001) ont montré grace a la microscopie
électronique que Streptococcus gallolyticus et Streptococcus bovis changent de taille et de

forme en réponse a I’acide tannique ou aux tanins condensés d’Acacia.
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Figure 11. Micrographie de transmission électronique de Streptococcus gallolyticus apres
une nuit de croissance dans [’acide tannique a 4%. Les fléeches indiquent la matrice

extracellulaire. Barre correspond a 0,2 um (O’Donovan et Brooker, 2001).

De méme, Nelson et al. (1995) ont observé un changement dans le mode de
regroupement des bactéries qui passent de diplocoque a une chainette lorsque la concentration
d’acide tannique atteint 5g/L (Figure 12) ; lorsque la concentration d’acide tannique atteint 8
g/L, une réduction de la taille de cellule a été observée. Le mécanisme de tolérance des
bactéries aux tanins peut également entrainer la dégradation des tanins hydrolysables par
sécrétion de tannase. En outre, les bactéries cultivées en présence de tanins peuvent
synthétiser des sidérophores qui compenseront probablement 1’épuisement du fer précipité par
les tanins (Scalbert, 1991). Outre le développement des mécanismes de tolérance par les
bactéries du rumen, les animaux eux-mémes peuvent développer une résistance aux tanins en
sécrétant des quantités accrues de protéines riches en proline dans la salive (Mehansho et al.,
1983 ; Naumann et al., 2017).

36



Etat de l'art

\ 4

¥
¥

+

Figure 12. Micrographie de contraste de phase d’une bactérie ruminale dégradant 1’acide

tannique. (A) Cellules en 1’absence de composés phénoliques. (B) Formation de chainette a

une concentration de 8 g/L d’acide tannique (Nelson et al, 1995).
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V/ Devenir meétabolique des tanins

Le devenir des tanins dans le rumen n’est pas bien établi. Toutefois, de nombreuses
recherches ont été menées depuis quelques années sur le devenir métabolique des tanins dans

le rumen mais les réponses sont tres divergentes.
V.1/ Tanins hydrolysables

Le métabolisme des tanins hydrolysables est simple. Ces derniers ne sont pas excrétés
dans les féces chez les especes animales, parce que ce type de tanin est hydrolysé peu apres

son ingestion, et I’acide gallique produit est absorbé et excrété dans I’urine (Figure 13).

Gallotannins

) ~ Tannase
Ellagic¢ acid

~

Gallotannins 9) OH

Tannase

HO OH
OH
Gallic acid
Decarboxylase
HO OH
. P'» mtmllol
Resorcinol HO ____, Acetate, butyrate,
glucuronide «+—— \Ietlmne and CO,
(urine)
Resorcuml Ph]uroglumno]

Figure 13. Voies de dégradation des tanins hydrolysables dans le rumen (Patra et al., 2012).

Les tanins hydrolysables sont principalement dégradés par la tannase (tanin acyl
hydrolase, EC 3.1.1.20) qu’on trouve chez les bactéries et les champignons. Elle possede une
activité estérase. Les microorganismes qui possédent des tannases ont été identifiés chez les

bovins, les moutons, les chévres, les koalas, les cerfs et les humains qui consomment des
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aliments contenant des tanins (Skene et Brooker, 1995 ; Osawa et al., 1995, 2000). Les
liaisons esters des tanins hydrolysables sont clivées dans le rumen par Streptococcus
ruminantium et Streptococcus spp. par la tannase, libérant du glucose, de I’acide gallique et de
I’acide ellagique (Skene et Brooker, 1995 ; Bhat et al., 1998; Goel et al., 2005). Toutefois,
I’hydrolyse de I’acide tannique peut parfois ne pas impliquer la production de tannase
(Odenyo et al., 2001). L’acide gallique est directement décarboxylé en pyrogallol et est
converti en résorcinol et en phloroglucinol, avant clivage de 1’anneau phloroglucinol en
acetate et butyrate par les microorganismes du rumen (Murdiati et al., 1992; Bhat et al.,
1998). Les composés monomeriques simples issus de la dégradation des tanins hydrolysables
pourraient étre absorbés et excréteé dans les urines sous forme de conjugués. Comparativement
aux gallotanins, les ellagitanins sont plus difficiles a dégrader par les microorganismes du

rumen, en raison de leur structure chimique complexe (Mingshu et al., 2006).
V.2/ Tanins condensés

Contrairement aux tanins hydrolysables, le métabolisme et le devenir des tanins condensés
est complexe. Aucune étude ne mentionne la dégradation totale des tanins condensés qui se
révelent résistants a 1’hydrolyse. Quelques études ont montré une disparition de 29,1 % et
51,7% de tanins condensés d’Acacia barteri et Bauhania varigata, respectivement, au bout de
24 h de fermentation in vitro ; celle-ci reste stationnaire au-dela de 24 h (Makkar et al., 1995b;
Paul et al., 2006), probablement parce que les fermentations deviennent alors tres faibles. In
vivo, chez le cerf et le mouton, les tanins condensés du quebracho ont été excrétés
respectivement a 100% et 60% dans les feces, ce qui concorde dans le cas du cerf avec la

formation de complexes indigestibles avec des protéines (Robbins et al., 1991).

Avec un marquage radioactif, Perez-Maldonado et Norton (1996a) ont détecté in vivo des
disparitions importantes de tanins condensés de Desmodium intortum dans le tractus gastro-
intestinal des moutons et des chevres, et Terrill et al. (1994) ont montré in vitro et in vivo une
disparition de tanins condensés qui serait plus élevée dans le rumen de moutons que dans
I’intestin gréle. Ces deux auteurs postulent qu’une partie de cette disparition est due a des
changements de structure ou a la conjugaison des tanins condensés qui les rendraient non
quantifiables par la technique analytique du butanol-HCI. Une partie de cette disparition
correspond toutefois a une dégradation et/ou a une absorption. Terrill et al. (1994) excluent la
possibilité d’absorption alors que Perez-Maldonado et Norton (1996a) pensent qu’absorption
et dégradation peuvent coexister.
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Les mécanismes de dégradation sont mal connus. Le clivage des liaisons carbone-carbone
du cycle flavan-3-ols (comme la catéchine et épicatechine) des tanins condensés par les
microorganismes du rumen n’a pas été confirmé (McSweeney et al., 2001a). Une dégradation
partielle serait possible pour les tanins libres de faible masse moléculaire. Wiryawan et al.
(2000) ont montré que les bactéries isolées de chevres exposées aux tanins condenses de
Calliandra calothyrsus (contenant 6-10% de tanins condensés) ont été en mesure de réduire
la concentration des tanins condenseés du milieu de culture. Une expérience réalisée in vitro
par Jones et al. (2001) utilisant Leucaena spp., Calliandra calothyrsus, Gliricidia sepium et
Acacia boliviana sur le contenu ruminal de mouton et de plusieurs espéces de ruminants
sauvages ont en revanche conclu qu’il serait peu probable que les bactéries du rumen

dégradent les tanins condenses.
VI/ Limites et intéréts pratiques des tanins

Les plantes riches en tanins ne sont que peu utilisées dans 1’alimentation des ruminants a
I’heure actuelle. Bien que des effets positifs sur les performances animales soient parfois
relevés, les effets négatifs sur la production de lait, le gain de poids et la production de laine
sont plus fréguents, en particulier chez les animaux forts producteurs (revues de Min et al.,
2003 ; Waghorn et al., 2008 ; Min et Solaiman, 2018). Ces effets négatifs sont dus
essentiellement a une réduction d’ingestion volontaire et de la digestibilité de la ration,
essentiellement des parois. L’effet sur ’apport de protéines a ’animal est parfois positif,
parfois negatif, mais ne constitue pas un frein a I’utilisation des plantes riches en tanins. En
revanche, celles-ci présentent des intéréts au niveau de la santé de I’animal, en réduisant les
risques de météorisation et en constituant une alternative naturelle pour prévenir I’infestation

parasitaire.
V1.1/ Tanins et utilisation de 1’azote dans le rumen et I’intestin

Un des objectifs fondamentaux de la nutrition protéique chez les ruminants
est d’optimiser [’utilisation des protéines alimentaires afin de maximiser
la croissance animale et la production laitiére par unité de protéines consommées (Schwab,
1995). Lorsque les ruminants consomment des fourrages de haute qualité contenant une
concentration élevée en azote (25 a 35 g/kg MS), la plupart des protéines sont rapidement
dégradées par les microorganismes du rumen, entrainant une désamination et une production
d’ammoniac, qui sera utilisé pour la syntheése de protéines microbiennes ou absorbé par la
paroi du rumen, I’excédent étant ensuite excrété dans 1’urine (Bach et al., 2005). Les tanins

ont la capacité de réduire la dégradation des protéines alimentaires par la formation de
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complexes protéines-tanins. Plusieurs études ont montré 1’effet bénéfiques des tanins a dose
modérée dans la protection des protéines alimentaires de la dégradation ruminale, en les
préservant de 1’hydrolyse microbienne et de la désamination dans le rumen, augmentant de ce
fait la proportion d’acides aminés d’origine alimentaire disponibles pour 1’absorption dans
I’intestin gréle (Wang et al., 1994). Cette action est largement observée pour les tanins
hydrolysables comme pour les tanins condensés. Hervas et al. (2000) et Frutos et al. (2000)
ont traités des tourteaux de soja par différentes doses d’acide tannique ou d’extrait de
quebracho (0, 1, 4,7, 9, 13 et 20%) et ont noté une réduction significative de la dégradation
des protéines dans le rumen. L’effet a été significatif méme a la dose la plus faible, et de la
méme amplitude pour les deux types de tanins. Cette diminution de dégradation peut
entrainer, avec des régimes pauvres en azote, une carence en ammoniac pour la synthése de
protéines microbiennes. Dans les faits, il semble que le flux d’azote total au duodénum
(alimentaire + microbien) soit parfois peu modifi¢ par ’apport de tanins (Waghorn et al.,
1987) mais parfois nettement augmenté (Min et al., 2003). Ces auteurs en rassemblant
différents essais ont trouvé que l’apport de tanins ne modifiait que peu le flux d’azote
microbien, et augmentait significativement le flux d’azote total, en raison d’un accroissement
du flux d’azote alimentaire. Néanmoins, il est probable que I’effet des plantes riches en tanins
soit plus positif lorsqu’elles sont distribuées dans des régimes bien pourvus en azote

dégradable.

Les liaisons protéines-tanins sont stables entre les pH de 3,5 a 8, donc au pH du
rumen, mais se dissocient a un pH inférieur a 3,5, ce qui est le cas de I’abomasum (pH 2,5 a
3) ou supérieur a 8 ce qui est le cas du duodénum (pH 8). Ceci explique que la digestibilité
intestinale des protéines ne soit que peu affectée par la consommation de tanins (Mueller-
Harvey et McAllan, 1992). Toutefois il arrive que la dissociation soit incomplete lorsque la
teneur en tanins dans le régime est élevée, et dans ce cas la digestibilité intestinale des
protéines est réduite. Selon Frutos et al. (2000) et Hervas et al. (2000), aucun effet négatif sur
la digestibilité intestinale n’a été observé jusqu’a la dose de 13% pour ’acide tannique et 20%
pour I’extrait de quebracho. Cela a une conséquence environnementale négative puisqu’il y a
une augmentation d’azote fécal, mais il faut considérer que la diminution de production

d’ammoniac dans le rumen tend a décroitre I’excrétion d’azote urinaire, ce qui est positif.
V1.2/ Tanins, ingestion et digestibilité

Les études sur les effets des tanins sur I’ingestion et la digestibilité donnent des résultats

trés variables, positifs ou négatifs. 1l y a une bibliographie abondante sur ce sujet. Un rapide
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apercu est présenté dans ce paragraphe a partir de publications significatives. La tendance
générale est que la consommation de fourrages a forte teneur en tanins condensés
(généralement > 5% de maticre seche) réduit significativement 1’ingestion volontaire, tandis
que des concentrations inférieures a 5% de matiere seche n'ont pas d'influence sur I’ingestion
(Aerts et al., 1999). Outre le niveau d’apport de tanins, d’autres facteurs tels que la ration de
base ou le type de tanins (et donc leur structure) peuvent moduler la réponse de 1’ingestion,
mais cela n’a pas été confirmé. En revanche, il a été établi que les chevres ont la capacité
d’ingérer plus de plantes riches en tanins que les moutons (Min et Solaiman, 2018). Peu
d’auteurs ont observé un accroissement d’ingestion avec 1’apport de tanins. Dans un essai de
Carulla et al. (2005), I’ingestion a augmenté quand un extrait d’Acacia mearnsii a été inclus
dans le régime. Hervés et al. (2003) ont administré intraruminalement & des moutons des
doses croissantes d’extrait de quebracho (0, 0,5, 1,5 et 3,0 g/kg de poids vif par jour, soit
I’équivalent de 0, 28, 83 et 166 g/kg de matiére séche consommée dans le régime) et ont
trouvé que cela ne modifiait pas I’ingestion chez ces animaux a ’exception de ceux qui
avaient regu la dose la plus forte et dont I’ingestion était pratiquement nulle au bout de 6
jours. Beauchemin et al. (2007) n’ont également signalé aucun effet de 1’extrait de quebracho

a0, 1et?2 % de la matiére séche chez les bovins en croissance.

Comme les tanins condensés, les tanins hydrolysables peuvent affecter également
I’ingestion. Certains auteurs n’ont pas observé de changement. Ainsi Frutos et al. (2004)
n’ont constaté aucune réduction de I’ingestion volontaire chez des moutons nourris avec un
régime contenant de la farine de soja traitée avec des tanins hydrolysables (20,8 g/kg de
matiere séche). De méme, Krueger et al. (2010) n’ont montré aucune différence dans
I’ingestion quand 1,5 % de 1’extrait de tanins hydrolysables a été ajouté a un régime a base
céréales de mais par rapport a un régime controle administré a des bouvillons de boucherie.
Toutefois, un essai réalisé sur des moutons recevant 8 g/kg de poids vif d’acide tannique a
montré au bout de 24 h une diminution sévere de I’ingestion qui est passée de 18 a 2,5 g de
matiere séche par kg de poids vif (Zhu et al., 1992). Les données expérimentales avec des
tanins hydrolysables sont trop peu nombreuses pour qu’on puisse tirer une loi générale. Deux
essais sur jeunes bovins ont comparé des apports d’extraits de tanins hydrolysables ou
condensés et du mélange des deux par rapport a un témoin. L’ingestion volontaire n’a pas été
modifiée significativement (Rivera-Méndez et al., 2016, Aboagye et al., 2018). Toutefois les
concentrations en tanins hydrolysables utilisées étaient probablement trop faibles dans les

deux essais pour mettre en évidence des différences.
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Pour expliquer I’effet des tanins sur I’ingestion volontaire, trois principaux mécanismes
ont été suggérés : une réduction de la palatabilité¢ des aliments, le ralentissement de la
digestion qui entraine un encombrement du rumen, et le développement d’aversions
conditionnees. Une réduction de la palatabilité est généralement causée par la réaction entre
les tanins et les mucoprotéines salivaires, ou par une réaction directe avec les récepteurs du
golt, provoquant ainsi une sensation d’astringence (McLeod, 1974). Toutefois, chez les
herbivores qui se nourrissent de plantes riches en tanins, des protéines riches en proline ont
été trouvees dans leur salive (Robbins et al., 1987). Ces protéines ont une grande affinité pour
les tanins. En s’y liant, les complexes formés réduiraient 1’astringence et donc la palatabilité
ce qui éviterait cette réduction de la palatabilité. Les complexes protéines tanins riches en
proline formés sont stables dans toute la gamme de pH du tube digestif, contrairement aux
autres complexes protéines-tanins. Ces protéines riches en proline peuvent étre sécrétées en
permanence ou inductibles (cas des moutons) (Robbins et al., 1987). Chez les bovins, ce sont
d’autres protéines qui se lient aux tanins dans la salive (Makkar et Becker, 1998). Le
deuxiéme mécanisme possible serait un ralentissement de la digestibilité. Narjisse et al.
(1995) ont infusé directement des tanins dans le rumen pour déterminer si des facteurs
indépendants de la palatabilité étaient responsables de la réduction de [I’ingestion
volontaire. En effet, la diminution de la digestibilité de la matiére séche dans le rumen ralentit
la vidange du tractus digestif, produisant des signaux indiquant que I’animal est rassasié et
fournissant une rétroaction aux centres nerveux impliqués dans le contréle de 1’ingestion. Ce
mécanisme pourrait influencer 1’ingestion volontaire plus qu’une réduction de la palatabilité
(Waghorn et al., 1994). Le troisiéme mécanisme est basé sur 1’identification des conséquences
post-prandiales négatives suite a 1’ingestion de tanins et le développement subséquent

d’aversions conditionnées (Provenza, 1996).

De nombreux travaux ont montré I’effet des tanins sur la digestibilité. Une majorité
d’auteurs ont rapporté une réduction de la digestibilité. Ainsi, Tiemann et al. (2008a) ont
enregistré une diminution de 8,3 % et de 11,5 %, respectivement de la digestibilité de la
matiere organique suite & D’introduction de 300 g/kg de matiére séche de feuillage de
Calliandra calothyrsus ou de Flemingia macrophylla dans la ration d’ovins en croissance. De
méme, Priolo et al. (2000) utilisant le PEG pour précipiter les tanins condensés, ont rapporté
une réduction de 14% dans la digestibilité de la matiére séche et 23% des parois chez des
moutons nourris en Lotus pedunculatus contenant une concentration de 2,5% de tanins

condenseés. Des effets similaires ont été signalés par Barahona et al. (1997) en distribuant aux
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moutons des légumineuses tropicales a forte concentration en tanins condenses. La réduction
de la digestibilité des parois est une conséquence évidente d’une part de la liaison des tanins
condensés aux parois végétales, d’autre part de la réduction de la population des bactéries

cellulolytiques suite a 1’action des tanins (McAllister et al., 1994).

V1.3/ Prévention de la météorisation

Chez les ruminants, la météorisation spumeuse résulte d’une accumulation de
gaz issus de fermentations ruminales exacerbées et séquestrés dans une mousse stable
formée a partir des protéines solubles de la ration. La consommation modérée de plantes
riches en tanins condensés (de 1’ordre de 5 % MS) a été associée a une prévention des
risques de météorisation spumeuse (Mangan, 1988; Aerts et al., 1999; Barry and McNabb,
1999; McMahon et al., 2000) tout en maintenant I’apport protéique a 1’animal. En effet, la
substitution d’environ 10 % de la luzerne ingérée par le sainfoin (Onobrychis viciifolia)
procure des avantages incontestables dans la prévention de la météorisation (McMahon et al.,
2000). Wang et al. (2006) ont constaté une réduction de 77 % de la survenue de météorisation
chez les bovins ou le sainfoin représentait 35 % de la ration. Ceci s’expliquerait par la
formation des complexes tanins-protéines alimentaires, ce qui ralentit les fermentations
ruminales et réduit la stabilité de la mousse qui emprisonne les gaz fermentaires (Wang et al.,
2012; MacAdam et Villalba, 2015)

V1.4/ Alternative aux antiparasitaires chimiques

Les strongyloses gastro-intestinales sont une pathologie fréquente chez les ruminants,
particulierement importante chez les petits ruminants au péaturage. Elles sont dues a la
présence, dans le tube digestif, de nématodes appartenant a plusieurs especes. Ces derniers
entrainent des déficits de production causées par des perturbations physiologiques et
digestives, et donc des pertes économiques importantes en élevage. C’est la raison pour
laquelle les tanins condensés peuvent étre utilisées a des fins nutraceutiques, ce qui renvoie a
une action combinée des bienfaits nutritionnels et antiparasitaires qu’ils comprennent (Hoste
et al., 2012). En effet, plusicurs études fondées sur I’utilisation d’extraits de légumineuses
fourragéres temperées telles que le sainfoin (Onobrychis viciifolia), les lotiers pédonculé et
cornicule (Lotus pedunculatus et L. corniculatus) et le sulla (Hedysarum coronarium), ont
confirmé leurs effets antiparasitaires significatifs, aussi bien in vitro qu’in vivo (Molan et al.,
2002 ; Heckendorn et al., 2007 ; Barone et al., 2019). En régions tropicales, des études ont

révelé des réesultats similaires lors de la consommation de feuilles de deux espéces
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d’acacia (Acacia nilotica et Acacia karoo) (Kahiya et al., 2003), ou de tzalam (Lysiloma
latisiliquum) (Brunet et al., 2008 ; Martinez-Ortiz de Montellano et al., 2010) par des
chévres expérimentalement infestées. Le mécanisme par lequel les tanins condensés exercent
leur action antiparasitaire n’est pas exactement connu. Cependant deux modes d’action ont été
proposés. Le premier pourrait s’expliquer par un effet direct sur les parasites, en perturbant
des fonctions ou structures vitales pour les nématodes, comme par exemple 1’intégrité de la
cuticule des vers adultes ou de la gaine des larves infestantes (deux structures riches en
proline et en hydroxyproline), changement de [1’ultrastructure des larves, D’altération de
I’hypoderme, la présence de vacuoles dans le cytoplasme et la dégénérescence et/ou la mort
des cellules musculaires et intestinales (Brunet et al., 2001). Le second est indirect. Grace a
leur capacité a se lier aux protéines, les tanins condenses pourraient agir en inhibant les
principales enzymes des parasites, comme les glutathions-S-transférases parasitaires, qui
jouent un rdle important dans la détoxification des composés xénobiotiques (Hoste et al.,
2012 ; Hansen et al., 2016).

V1.5/ La toxicité des tanins hydrolysables empéche-t-elle leur utilisation pratique dans

P’alimentation des ruminants ?

Pendant longtemps, les tanins hydrolysables ont été considérés comme des composeés
antinutritionnels et/ou toxiques lorsqu’ils étaient présents dans les rations des ruminants. Ils
peuvent a étre a I’origine de graves dommages irréversibles, ils provoquent des ulceres, de
I’irritation et de la desquamation de la muqueuse intestinale, des Iésions dans le foie et les
reins, et, dans des conditions extrémes, méme la mort (Reed, 1995; Mueller-Harvey, 2006).
Lorsqu’ils sont ingérés, les tanins hydrolysables sont dépolymérisés par voie enzymatique
dans le rumen par clivage des liaisons ester entre le glucose et les sous-unités phénoliques,
produisant de 1’acide gallique, métabolisé en pyrogallol et en résorcinol, qui sont ensuite
absorbés et sont responsables des lésions cellulaires (Murdiati et al., 1992). L’intensité des
Iésions semble dépendre de la dose et la structure du tanin consommeé (Zhu et al.,1992). Chez
le bovin et le mouton plusieurs cas d’intoxication aigué liés a 1’absorption de grandes
quantités de tanins hydrolysables provenant des feuilles de chéne (Quercus spp.), de bois
jaune (Terminalia oblongata), de Clidemia hirta et de chataignier (Castanea) ont été
diagnostiqués (Murdiati et al., 1990 ; Filippich et al., 1991 ; Garg et al., 1992, Frutos et al.,
2004). Cependant, I’incorporation des certains plantes riches en tanins hydrolysables comme
Acacia nilotica (feuilles et gousses) a entrainé une augmentation de 1’ingestion volontaire et

du poids sans effets negatifs sur la digestibilité (Rubanza et al., 2007, Hidosa and Gemiyo,
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2017). Par ailleurs, McSweeney et al. (1988) ont montré que 1’incorporation de Terminalia
oblongata (0,9 g de tanins par kg de poids vif) n’affectait pas la digestibilité chez des
moutons, bien qu’ils aient montré des signes de toxicité. De plus, la détannification de cette
plante, par différentes méthodes, n’a pas amélioré 1’ingestion et la digestibilité (Tshabalala et
al., 2013). Enfin, il est important de souligner que les intoxications causées par les tanins
hydrolysables ne se produisent généralement que lorsque les animaux sont obligés de
consommer des aliments riches en tanins hydrolysables faute de ressources végétales

alternatives (Spier et al., 1987).
VI11/ Recommandations et questions et de recherche sur les tanins

Les plantes et les extraits riches en tanins sont reconnus pour leur capacité a réduire la
la méthanogénese ruminale. Cependant, il y a beaucoup de questions sans réponse et
d’hypothéses non prouvées par rapport aux effets des tanins dans I’environnement
ruminal. Une hypothése commune est que la concentration des tanins détermine leur ’activité
biologique. Une question précise qui mérite d’étre explorée est : les activités biologiques des
tanins, en particulier pour la réduction du CH,4 sont-elles en lien avec la structure chimique
(tanins hydrolysables vs tanins condenseés ; type de tanins condensés). Comme nous 1’avons
vu précédemment, il existe de multiples hypotheses sur la facon dont les tanins pourraient
supprimer la production de CH4 pendant la fermentation du rumen. Min et Solaiman (2018)
ont montré que ’inhibition de la méthanogénese est proportionnelle a la concentration des

tanins condenseés. (Figure 14).

Methane inhibition rate (%)

Methane gas inhibition rate (%)

Condensed tannins, % DM

Figure 14. Effets des tanins sur le taux d’inhibition de la production de méthane (%) dans le

rumen (Min et Solaiman, 2018).
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Cependant, cet effet varie selon plusieurs paramétres comme la nature des tanins

employés, leur structure, leur forme (extrait brut ou plante entiere). Une étude de Naumann et

al. (2018) a montré que la modulation de la production de CH4n’est corrélée ni a la structure,

ni au poids moléculaire, ni a la capacité de précipitation des protéines par les tanins, alors

qu’une opinion communément répandue est que les différences observées d’une étude a

I’autre proviennent de différences de structure entre sources de tanins. Un autre probléme

majeur dans I’étude des tanins concerne les méthodes de dosage qui donnent des résultats

variables en fonction fractions dosees et des standards utilises. Les questions de recherche qui

méritent d’étre explorées actuellement sont :

v
v

Comment optimiser les méthodes d’analyse chimique des tanins ?

Les activités biologiques comme la réduction de la méthanogenese sont-elles plus liées
a la concentration en tanins ou a leur nature (tanins hydrolysables / tanins condensés)
et a leur structure chimique (type de tanins condenses) ?

Comment les différentes classes de tanins interagissent-elles dans le rumen ? Est-ce
que leurs effets sont additifs, synergiques ou antagonistes pour les processus de
fermentation et la méthanogénése ?

Quelles sont les relations exactes entre I’inhibition de la méthanogenese et le profil des
populations microbiennes, et donc a quel niveau interviennent les mécanismes mis en
jeu?

Existe-t-il une mode d’utilisation des tanins qui peut produire des effets positifs a la

fois nutritionnels et environnementaux ?
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Chapitre 2 : Effet du type de fourrage, du type
d’animal et de ’environnement climatique sur la
production de méthane entérique par les ruminants
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Présentation de I’expérimentation

Comme cela a été précisé dans I’introduction, le premier objectif affiché de cette thése
est de faire la part du type de fourrage (récolté en zone tropicale ou en zone tempérée), du
type d’animal (génotype tempéré ou tropical), et de la région ou a été conduite
I’expérimentation (zone climatique tropicale ou tempérée) sur les différences de production de
CH, par les ruminants. Afin de conduire I’expérimentation, une coordination étroite a été
nécessaire entre deux centres INRA : Auvergne-Rhdne-Alpes (Unité Mixte de Recherches sur
les Herbivores (UMRH), Theix, 63122 Saint-Genes Champanelle), responsable de
I’expérimentation M. Doreau, et Antilles-Guyane (Unité de Recherches Zootechniques

(URZ), 97170, Petit-Bourg, Guadeloupe), responsable de 1’expérimentation H. Archiméde.

Le travail a été réalisé sur moutons. Dans chacun des deux sites (Auvergne et
Guadeloupe), on a utilisé 4 moutons de génotype européen Texel et 4 moutons de génotype
antillais Blackbelly. Chaque animal a consommé 4 fourrages, deux fourrages en C3 (un de
bonne qualité et un de mauvaise qualité) récoltés en Auvergne et deux fourrages en C4 (un de
bonne qualité et un de mauvaise qualité) récoltés en Guadeloupe. Le schéma expérimental a
pris la forme de 4 carrés latins : Texel en Guadeloupe, Blackbelly en Guadeloupe, Texel en
Auvergne, Blackbelly en Auvergne. Dans chaque carré latin, les 4 animaux recevaient les 4
fourrages au cours de 4 périodes expérimentales successives. Les mesures réalisées ont été la
consommation d’aliments et d’eau, la production de CHy, la digestibilité de la matiére séche et
des nutriments, le transit de la phase solide et de la phase liquide dans le rumen, les
parameétres biochimiques du rumen (acides gras volatils et ammoniac) et la quantification des

microbes du rumen (protozoaires, bactéries, archées méthanogeénes).

Il a été nécessaire d’homogénéiser les conditions de mesure dans les deux sites. Les
mesures d’ingestion, de transit de la phase solide des aliments et de digestibilité des aliments
ont été réalisées dans les deux sites. Les analyses biochimiques et de 1’écosysteme microbien
ont été réalisées exclusivement en France métropolitaine, soit parce que les techniques étaient
disponibles seulement sur ce site (CH4, quantification de 1’écosystéme microbien, chrome)
soit afin d’éviter un biais lié au mode opératoire et a I’opérateur (acides gras volatils,

ammoniac).
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La complexité de ce protocole expérimental ambitieux a nécessité en particulier :

v" De se procurer des moutons Texel dans un élevage guadeloupéen et des moutons
Blackbelly dans un élevage frangais (centre INRA de Bourges). En effet, le transport
d’animaux vivants entre France métropolitaine et Antilles posait des problémes
sanitaires.

v' De faire voyager par bateau les quantités importantes de fourrages nécessaire a
I’expérimentation entre la France metropolitaine et les Antilles, et vice versa.

v' De faire voyager les échantillons biologiques des Antilles vers la France
métropolitaine. Cela s’est révélé complexe pour le voyage de tubes de collecte de CH4
utilisés dans la méthode de mesure dite du SFg (Martin et al., 2008) : transport
d’environ 50 tubes en U de 60 x 40 x 5 cm lors de chacune des 4 périodes

expérimentales.

Ce travail expérimental a été divisé en deux publications. La premiére (publication 1) a été
consacrée aux aspects globaux sur l’ingestion, la digestibilité et 1’émission de CH4
(Archimeéde et al., 2018), la seconde (publication 2) au fonctionnement du rumen et a

I’écosystéme microbien (Rira et al., 2016).

En marge de cette expérimentation, un essai méthodologique a été réalise sur les
moutons porteurs de canules utilisés en zone tempérée. L’objectif était d’analyser les
conséquences d’un vidage total du rumen sur la fonction ruminale et le bien-étre des moutons
(Silberberg M., Boissy A., Rira M., Delval E., Chandéze H., Doreau M., 2015. Impact of
rumen emptying on rumen fermentation and animal welfare in cannulated sheep. Animal
Production Science, 55, 213-218). Ce travail répondant a un questionnement sociétal actuel

n’est pas présenté dans la these.
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Publication 1

Intake, total-tract digestibility and methane emissions of Texel and Blackbelly sheep fed
C4 and C3 grasses tested simultaneously in a temperate and a tropical area

Archimede H., Rira M., Eugene M., Fleury J., Lastel M.L., Periacarpin F., Silou-Etinne
T., Morgavi D.P., Doreau M.

Journal of Cleaner Production, 2018, 185, 455-463.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
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This experiment was designed to better understand the differences in enteric methane (CH4) emissions
of ruminants in tropical and temperate areas. Two double 4 x 4 Latin squares using adult sheep were
evaluated simultaneously in a temperate and a tropical site. At each site, two breeds (four Texel,
temperate origin, and four Blackbelly, tropical origin) and four hay types (two C3 grasses and two C4
grasses grown, respectively, in temperate and tropical sites) were tested. High-(H) and low-quality (L)
grass hays were tested within each type of grass. No difference in dry matter (DM) intake (g/kg BW/d)
was observed between sites. Intake of C4 grass was lower than that of C3 grass. A breed x site interaction
was observed. In the tropical site, dry matter intake (g/kg BW/d) was higher in Blackbelly compared to
Texel, whereas no difference was observed in the temperate site. The total-tract DM, OM (organic
matter), NDF (neutral detergent fiber) and ADF (acid detergent fiber) digestibility values recorded in the
temperate site were lower (P <0.01) than those reported in the tropical site. Methane yield (g/kg DM
intake) was not affected by site, whereas a breed x site interaction was observed. In the tropical site,
methane emission was lower for Blackbelly compared to Texel, whereas the opposite was observed in the
temperate site. Differences in methane emissions between the temperate and tropical sites could only be
the result of diet and breed interactions with the environment.

© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction forage types and are mainly explained by the rate of fermentation

of plant cell contents and the presence of various plant secondary

The increase of atmospheric concentrations of greenhouse gases
(GHG) is a major worldwide environmental concern. Emissions of
GHG from livestock were estimated to account for 14.5% of the total
emissions caused by anthropogenic activities, of which 39% are
methane (CH4) emissions (Gerber et al., 2013). Enteric CH4 from
ruminants represents the major part of CH4 emissions and results
from carbohydrate fermentation in the rumen. Methane produc-
tion is higher in forage-based than in grain-based diets; however,
large variations of CH4 production have been reported among

Abbreviations: B, Blackbelly; CHs4, methane; DMI, DM intake; GHGs, Greenhouse
gases; LW, Live weight; T, Texel.
* Corresponding author.
E-mail address: harry.archimede@inra.fr (H. Archimede).

https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2018.03.059
0959-6526/© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

compounds (Beauchemin et al., 2009; Martin et al., 2010). Enteric
CH4 yield from forages, expressed per kg of dry matter intake (DMI),
has been shown to be higher for forages used in tropical areas than
for forages used in temperate areas. One possible reason is the
difference in plant structure and composition deriving from C4
metabolism for forage grasses in tropical countries and C3 meta-
bolism for forages in temperate countries (Archimede et al., 2011;
Kennedy and Charmley, 2012). Animal genotype could also be
another explanatory factor but most studies have been performed
using only a single breed (Pinares-Patino et al., 2003b). Studies on
breed effect are scarce and comparisons between a temperate and a
tropical genotype in the same environment have not been reported.
Similarly, tropical forages were always studied in tropical areas, and
temperate forages were always studied in temperate areas. To our
knowledge, there is no study comparing CH4 emissions for
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temperate and tropical forages while taking into account these
different effects (forage type, breed and site of measurement). To
better understand these differences in CH4 emission, two sheep
breeds from tropical (West Indies) and temperate origin (France)
were used in two parallel trials in a tropical and in a temperate site.
Likewise, two forage types (temperate C3 versus tropical C4 grasses)
were studied. Each forage type was represented by low and high
quality. We measured methane emissions as well as intake, di-
gestibility and retention time of feed particles in the rumen, factors
which can explain differences in ruminal CHy yield. A companion
paper (Rira et al., 2016) described rumen fermentation and mi-
crobial ecosystem characteristics.

2. Materials and methods
2.1. Experimental site and diets

This experiment was conducted simultaneously in two sites, a
tropical and a temperate site. The first trial was carried out in the
experimental animal facilities of the French National Agronomic
Research Institute (INRA) of the West Indies (Guadeloupe, latitude
16.16 N, longitude 61.30 W). The second trial was conducted in
continental France (INRA Auvergne-Rhone-Alpes Centre, Saint-
Genes Champanelle, latitude 45.46 N, longitude 3.51 E). During the
experiment, the temperatures in the animal housing facilities
ranged from 21 to 25 °C and from 11 to 16 °C in the tropical and
temperate site, respectively. Hygrometry in the buildings ranged
from 83 to 88% in the tropical and from 32 to 46% in the temperate
site. Temperature-hygrometry index (THI), calculated according to
the formula THI = (1.8 x T + 32) — (0.55—0.0055 x RH) x (1.8 x T —
26), where T is the temperature in °C and RH the relative
hygrometry in % (NRC, 1971), ranged between 53 and 60 in France
and between 69 and 86 in the West Indies.

Four experimental forage types were tested: a high quality
tropical C4 grass (C4-H), a low quality tropical C4 grass (C4-L), a
high quality temperate C3 grass (C3-H) and a low quality temperate
C3 grass (C3-L). Forages were presented as hays and were obtained
from permanent grasslands grown in a temperate and in a tropical
area. Grasslands were fertilised weekly (100 kg of mineral nitrogen/
ha/year). The temperate forage was obtained from a semi-
mountain permanent grassland rich in different grasses (Dactylis
glomerata, Festuca spp.) harvested in late June at the flowering stage
(C3-L) and harvested a second time in late August (C3-H), both from
the same parcel. The tropical forage was obtained from a perma-
nent grassland rich in Dichanthium spp. regrowth of 36 days (C4-H)
and 91 days (C4-L), both harvested in October. The hays were
coarsely chopped with a biomass chopper, resulting in a range of
particle size of approximately 5—20 mm.

2.2. Animals and experimental design

Sheep from two breeds, Texel (T) of temperate origin and
Blackbelly (B) of tropical origin, were fed the same four forage types
in four 4 x 4 Latin Square designs (one per breed for each site). Both
trials started on the same day in early January. Sheep of both breeds
(rams in the tropical site and wethers in the temperate site) were
born and grown in the environment where they were used for the
trial. A total of 16 sheep, i.e., four sheep per breed and per site, were
used. The experimental design is illustrated in Fig. 1. The two-year-
old sheep were fitted with a rumen cannula (70 mm internal
diameter) made of polyvinyl chloride; surgery took place more
than 2 months before the beginning of the trials. In the temperate
site, average body weight was 60.2 + 1.5 kg for Texel sheep and
51.3 + 4.3 kg for Blackbelly sheep. In the tropical site, average body
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Site Animal genotype Forage
Temperate v Temperate forages, high and low quality
"
(Texel) s Tropical forages, high and low quality
Temperate
(France)
| Tropical w» Temperate forages, high and low quality
(Blackbelly) A Tropical forages, high and low quality
| Temperate v Temperate forages, high and low quality
| (Texel) » Tropical forages, high and low quality
Tropical
(West Indies) . .
| Tropical v Temperate forages, high and low quality
(Blackbelly) A Tropical forages, high and low quality

Fig. 1. Outline of the experimental design and measurements.

weight was 44.7 +0.7 kg for Texel sheep and 44.4 +2.1kg for
Blackbelly sheep. Sheep were fed ad libitum two times per day at
12-h intervals (60% of the diet at 0700 h and 40% of the diet at
1900 h) and had free access to water and salt blocks. The quantities
of hay distributed each day were 10% higher than the quantities
ingested two days before. The change-over from one forage to
another was made during a three-day transition. Sheep were
individually housed in 4 m? boxes for the first two weeks of each
period and in narrower boxes adapted for faeces and urine collec-
tion for the last two weeks. Each period lasted 28 days, with 14 days
of adaptation to diets and to equipment for gas collection, followed
by seven days of measurements of feed intake and CH4 emission
and seven days of measurements for feed intake, and feces and
urine collection for determining total tract digestibility of DM, OM
and fiber and N balance, and rumen liquid turnover rate and total
emptying.

The animals were managed following European Union recom-
mendations for animal welfare in accordance with the regulations
of the Animal Care Committee of INRA.

2.3. Measurements

Measurements included feed intake, apparent total-tract di-
gestibility of dry matter (DM), organic matter and fiber, N balance,
emission of enteric methane and outflow rate of particles and of
liquid from the rumen. Dry matter intake and digestibility were
determined from daily weighing the amounts of diet offered and
refused and the faeces during five consecutive days as well as from
daily determination of DM content based on 200-g samples. Daily
representative samples of the forage offered and refused and of
faeces were subject to chemical analysis. Organic matter and fiber
digestibility were determined from DM digestibility and OM, NDF
and ADF content in forages and feces. Water intake was measured
daily in the West Indies site using individual counters. Nitrogen
balance, i.e., N in feeds, feces and urine, and N retained, was
determined from digestibility data and urine collection. Urine was
collected daily in cans containing sulfuric acid (approximately 2.5
vol. H,SO4 (10%) per 100 vol urine) and subsamples were pooled for
N determination. Enteric CH4 production was determined over five
consecutive days using the sulphur hexafluoride (SFg) tracer tech-
nique according to the method of Johnson et al. (1994), and was
implemented as described by Martin et al. (2008). Briefly, brass
permeation tubes (12.5 x 40 mm i.d.), weighing about 32 g, were
loaded with about 600 mg of SFg gas (Air Liquide, Mitry-Mory,
France) while in liquid N;. They were then kept in a conical flask
in a 39°C water bath and calibrated by regular weighing (twice
weekly) over a 10-week period. Average permeation rate of SFg
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from the tubes was 1.015 +0.038 mg/d. A calibrated permeation
tube was introduced orally into the rumen of each ram one week
before the first gas sampling period and remained in the rumen
throughout the experiment. Representative breath samples from
each ram were collected in pre-evacuated (—0.8 atm) polyvinyl
chloride cylindric collection devices (~0.7 L) by means of capillary
and Teflon tubing fitted to a halter. The pre-evacuated collection
devices were placed at the top of the animal stall and changed
every 24 h before the morning feeding (0700 h). The devices con-
taining the samples were over-pressured with N; gas to
about +0.8 atm prior to SFs and CH4 analyses. Background con-
centrations of gases were measured daily in ambient air samples
collected in a device placed in the barn with a good natural
ventilation.

The outflow rate of the liquid phase of the rumen was estimated
using CrEDTA according to Udén et al. (1980). A single dose of a 50-
mL solution made of 2.77 mg Cr per mL was introduced into the
rumen on day 2 of week 4 before morning feeding. Rumen fluid
samples were taken at 1, 4, 9, 25, 33 and 50 h after dosing.

The outflow rate of the particle phase of the rumen was deter-
mined from indigestible NDF (iNDF) as described by Michalet-
Doreau and Doreau (2001) and from acid detergent lignin (ADL)
as described by Archimede et al. (2000). For this purpose, complete
emptying of the rumen was performed on the last day of each
period, 9 h after the morning feed distribution, according to the
procedure described by Silberberg et al. (2014). The rumen content
was weighed and sampled, a 200-g sample was taken for DM
determination by drying as mentioned above, a 400-g sample was
lyophilised for ADL analysis and for iNDF determination using the
nylon bag technique as follows. In the tropical site, six Blackbelly
rams were fed permanent grassland hay based on Dichanthium spp.
given ad libitum and 400 g alfalfa pellets. The 64 rumen contents
and the four forages were ground and nine dacron bags per sample
were filled with 3 g of content. Bags were then introduced in the
rumen and removed after 120 h (three rams per sample, three bags
per sample and per ram, 24 bags per 120 h-cycle). Residues were
then pooled per sample and determined for NDF in order to obtain
iNDF particle outflow rate (PAR, h™1), calculated by two methods:

1) PAR (h™!) = (ADL faecal excretion/24)/ADL amount in rumen
content
2) PAR (h~') = iNDF intake/24/iNDF amount in rumen content.

2.4. Analytical procedures

Dry matter content of fresh forage, refusals and faeces was
determined by drying until constant weight at 60 °C in a forced
draught oven. Samples for chemical analyses were dried under the
same conditions. Diet and faeces samples were milled through a 1-
mm screen (Reich hammer mill, Haan, Germany) prior to analysis.
Organic matter (OM) and N analyses were performed according to
AOAC (1990, Methods 923.3 and 992.15, respectively) by ashing at
550°C for 6 h for OM and by the Dumas method for N. Nitrogen
analyses of fresh urine samples were performed according to the
same method as for the diets. Crude protein (CP) was calculated as
N x 6.25. Cell wall components [neutral detergent fibre (NDF), acid
detergent fibre (ADF) and ADL] in diet and faeces were determined
using a sequential procedure (AOAC, 2006, Methods 200.04 and
973.18, respectively for NDF and ADF + ADL). Concentrations of SFg
and CHg in breath and ambient air samples were determined by gas
chromatography as described in Archimede et al., 2016. Daily CHg4
emission from each animal was calculated using the known
permeation rate of SF6 and the concentrations (above the

background) of SFg and CHy4 in the breath sample, according to the
following formula:

CHy4 (g/d) = SFg permeation rate (g/d) x [CHg4]/[SFs]

The daily enteric CH4 production (g/d) was also used to define
CH,4 yield phenotypes (Negussie et al., 2017) based on intake (DMI,
OMI, NDFI, DDMI) and digestibility (DOMI, DNDF) of forages.

2.5. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the mixed procedure
of SAS (SAS, 2008). Regarding the indicators of the ingestion and
total tract digestion, the model included site (n=2), breed (n = 2),
forage (n =4), period (n = 4), interactions between forage and site,
breed and forage and breed and site as fixed effects and animal
nested within the breed x site interaction as random effect. Dif-
ferences between C3 and C4 forages were analysed using orthog-
onal contrasts, while differences between high- and low-quality
forages were analysed by orthogonal contrasts within C3 or C4
forages. For CH4 emission and yield, additional statistical analyses
were performed using the same model, but with the level of intake
(DM intake per kg BW) taken as covariate. For water intake,
measured only in the tropical site, the model included breed
(n=2), forage (n =4), period (n=4) and the interaction between
breed and forage as fixed effects and animal nested within breed as
random effect. Statistical differences were declared significant at
p <0.05. A difference between p =0.05 and p =0.10 was consid-
ered a tendency.

3. Results

3.1. Chemical composition, feed intake, total-tract digestibility and
nitrogen balance

The chemical composition of the four forages is presented in
Table 1. No statistical test was carried out to compare the chemical
composition of grasses because we had only one harvest for each
forage. High- and low-quality forages mainly differed by their
protein content. Overall, whatever the maturity of the forage, fibre
content was higher in tropical grasses than in temperate grasses.

Daily intake is presented in Table 2. No difference in DM intake
(g/kg BW/[d) was registered between the two sites. Intake of C4
grass was lower than that of C3 grass (P < 0.001). Within the same
type of grass metabolism (C3 vs. C4), the intake of high-quality
grass was higher than that of low quality grass only with C4 grass
(P=0.04). No forage x site interaction was registered and no breed
effect on DM intake (g/kg BW/d) was observed. However, there was
a breed x site interaction (P=0.04): DM intake was higher for
Blackbelly than for Texel in the West Indies (P = 0.05), whereas no
difference was registered in France A breed x forage interaction
was observed (P=0.004): Blackbelly had a higher intake of C4
grasses than Texel (P = 0.03 and 0.06 for H and L, respectively) and

Table 1
Chemical composition of experimental forages®, in g/kg dry matter.
C4-H C4-L C3-H C3-L

Organic matter 912 929 878 926
NDF 742 742 586 623
ADF 470 540 410 370
Lignin 74 74 59 62
Crude protein 120 69 134 83

C3-H = C3 grass high-quality, C3-L = C3 grass low-quality.
2 C4-H = (4 grass high-quality, C4-L = C4 grass low-quality.
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Table 2
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Voluntary intake (dry matter, organic matter, neutral detergent fibre, acid detergent fibre, crude protein) of two sheep? breeds (Br) fed four different forages® (For) in two

simultaneous trials in France and the West Indies.

C3-H C3-L C4-H C4-L SE P-value

B T B T B T B T Site For C3vs C4 Br Br*site Br*For For*site
Dry matter intake, g/kg BW/d
France 21.8 289 252 26.3 17.0 16.8 15.1 12.9 1.87 0.95 0.00 0.00 047 0.04 0.00 0.17
West Indies 22.8 25.8 23.7 219 22.8 14.8 18.7 13.8
Dry matter intake, g/d
France 1008 1643 1160 1570 830 994 675 778 94.4 0.01 0.00 0.00 0.75 0.00 0.01 0.04
West Indies 1147 994 1159 892 1057 608 876 559
Organic matter intake, g/d
France 896 1459 1089 1468 760 910 629 724 85.5 0.01 0.00 0.00 0.78 0.00 0.01 0.03
West Indies 1022 909 1068 817 965 555 811 517
Neutral detergent fibre, g/d
France 563 915 691 933 605 727 496 570 61.4 0.13 0.00 0.00 0.90 0.00 0.02 0.24
West Indies 693 612 758 584 801 462 668 435
Acid detergent fibre, g/d
France 307 496 368 498 323 391 269 307 33.6 0.04 0.00 0.00 0.90 0.00 0.02 0.18
West Indies 339 293 402 309 424 242 348 222
Water intake, g/kg BW/d
West Indies 90.4 91.2 60.2 63.8 95.1 70.8 56.5 60.8 6.77 0.00 0.26 0.42 0.14

4 B = Blackbelly sheep, T = Texel sheep.

b C4-H = C4 grass high-quality, C4-L = C4 grass low-quality, C3-H = C3 grass high-quality, C3-L = C3 grass low-quality.

Texel had a higher intake of C3 grasses, although this was observed
only for H (P=0.008). When DM intake was expressed in g/d, site
effect and forage effect were significant (P =0.0122 and P < 0.0001),
but breed effect was not significant. The significance of site, forage
and breed effects was similar for OM, NDF, ADF and CP intake (g/d)
as for DM intake (g/d), except that site effect was not significant for
NDF intake. Water intake in the West Indies was higher
(P=0.0002) for H forages than for L forages.

Overall, total-tract DM, OM, NDF and ADF digestibility values
recorded in France were lower (p < 0.01) than those reported in the
West Indies (Table 3). A tendency for a lower CP digestibility in
France was observed (P=0.08), but site x forage interaction was
not significant. However, a forage x site interaction (P < 0.01) was
observed for all diet components, characterised by a higher di-
gestibility of C4 grasses in the West Indies than in France, but there
were no differences between site in the digestibility of C3 grasses.
No difference was registered for DM and OM total tract digestibility
of C4 grass compared with C3 grass. Within the same type of grass
metabolism (C3 vs. C4), DM and OM total tract digestibility of low-
quality grass was lower (P < 0.001) than that of high-quality grass.
Total tract digestibility of NDF and ADF of C4 grass was higher
(P <0.001) than that of C3 grass. Within the same type of grass (C3

Table 3

vs. C4), NDF and ADF total tract digestibility of low-quality grass
was lower (P < 0.001) than that of high-quality grass. Crude Protein
total tract digestibility of C4 grass was lower (P = 0.012) than that of
C3 grass. Within the same physiological type of grass (C3 vs. C4), CP
total tract digestibility of low-quality grass was lower (P < 0.001)
than that of high-quality grass. Irrespective of the diet component,
neither a breed effect nor a breed x site or breed x forage interac-
tion was observed for digestibility.

The nitrogen balance is presented in Table 4. Nitrogen intake,
fecal N, urinary N and retained N differed widely among forages
and between C3 and C4 grasses (P < 0.0001). Nitrogen intake, fecal
N and urinary N were higher in France than in the West Indies
(P=10.03,P=0.02 and P < 0.0001, respectively), whereas retained N
was higher in the West Indies than in France (P < 0.0001). For N
intake and urinary N, the difference between sites was wider for C3
grasses (significant interaction, P=0.03 and P < 0.0001, respec-
tively). There was no breed effect on N use by animals, but N intake
and fecal N were higher for the Texel than for the Blackbelly breed
only for C3 grasses (significant breed x forage interaction). In
addition, N intake, fecal N and retained N were higher for Texel in
France and higher for Blackbelly in the West Indies (significant
breed x site interaction). When considering the 16 means between

Total-tract digestibility (dry matter intake, organic matter digestibility, neutral detergent fibre, acid detergent fibre, crude protein of two sheep breeds® (Br) fed four different

forages® (For) in two simultaneous trials in France and the West Indies.

C3-H C3-L C4-H C4-L SE P-value

B T B T B T B T Site For C3vsC4 Br Br*site Br*for Site*for
DM digestibility, %
France 66.8 62.2 56.4 55.4 62.5 61.8 51.4 47.6 2.09 0.00 0.00 0.27 0.25 0.22 0.59 0.02
West Indies 65.2 63.7 57.6 54.2 66.2 66.6 55.5 60.4
OM digestibility, %
France 68.8 64.6 57.4 56.6 62.9 62.3 52.8 49.6 1.97 0.00 0.00 0.13 0.35 0.20 0.49 0.00
West Indies 66.6 65.2 58.5 55.3 67.0 67.4 56.6 62.1
NDF digestibility, %
France 65.4 60.7 48.4 47.7 69.7 69.7 54.3 5.11 1.91 0.00 0.00 0.00 0.42 0.25 0.36 0.00
West Indies 65.7 64.2 57.5 54.3 73.8 74.5 61.7 67.2
ADF digestibility, %
France 63.5 58.6 475 471 68.5 68.3 50.4 45.8 2.27 0.00 0.00 0.00 0.24 0.41 0.64 0.00
West Indies 57.8 56.2 55.0 50.2 721 72.5 58.5 62.7

2 B = Blackbelly sheep, T = Texel sheep.

b C4-H = C4 grass high-quality, C4-L = C4 grass low-quality, C3-H = C3 grass high-quality, C3-L = C3 grass low-quality.
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Table 4
Nitrogen balance of two sheep breeds® (Br) fed four different forages® (For) in two simultaneous trials in France and the West Indies.
C3-H C3-L C4-H C4-L SE P-value
B T B T B T B T Site For C3vsC4  Br Brsite Br*for  For*site
N intake, g/d
France 214 35.2 15.6 213 16.6 20.0 7.3 8.4 1.77 0.03 0.00 0.00 0.50 0.00 0.01 0.03
West Indies 243 214 15.5 12.0 20.9 124 10.6 7.3
Faecal N, g/d
France 7.9 139 8.9 11.8 7.5 8.6 5.0 5.8 1.02 0.02 0.00 0.00 0.64 0.00 0.04 0.17
West Indies 8.7 7.8 8.7 7.1 8.4 5.2 6.7 41
Urinary N, g/d
France 8.6 9.5 3.7 35 5.2 4.5 3.0 2.8 0.54 0.00 0.00 0.00 0.77 0.88 0.93 0.00
West Indies 2.0 1.5 0.6 0.7 14 1.5 0.8 0.7
Retained N, g/d
France 49 11.8 2.9 6.0 4.0 6.9 -0.6 -0.2 1.35 0.00 0.00 0.00 0.45 0.00 0.22 0.26
West Indies 13.6 12.2 6.1 4.2 11.2 5.8 3.1 2.6
Faecal N/N intake
France 0.362 0.399 0.572 0.554 0.449 0.439 0.677 0.696 0.047 0.08 0.00 0.01 0.86 0.64 0.83 0.40
West Indies 0.339 0.355 0.567 0.589 0.399 0.388 0.632 0.543
Urinary N/N intake
France 0.412 0.270 0.242 0.167 0.334 0.246 0.435 0.352 0.4125 0.00 0.00 0.03 0.06 0.01 0.63 0.06
West Indies 0.099 0.071 0.042 0.060 0.067 0.127 0.078 0.101
2 B = Blackbelly sheep, T = Texel sheep.
b C4-H = C4 grass high-quality, C4-L = C4 grass low-quality, C3-H = C3 grass high-quality, C3-L = C3 grass low-quality.
Table 5
Liquid and particle rumen turnover of two sheep breeds® (Br) fed four different forages” (For) in two simultaneous trials in France and the West Indies.
C3-H C3-L C4-H C4-L SE P-value
B T B T B T B T Site For C3vsC4 Br Br*site Br*For Site*For
Liquid turnover rate (%/h)
France 11.9 8.5 114 9.9 9.6 71 7.6 6.5 1.25 0.03 0.00 0.00 0.21 0.18 0.24 0.49
West Indies 8.5 8.3 6.0 9.0 9.0 6.7 5.0 4.9
Particle turnover rate (%/h)
ADL turnover rate method
France 1.8 2.8 2.9 43 1.5 2.0 13 1.6 0.64 0.01 0.00 0.00 0.06 0.49 0.23 0.01
West Indies 13 2.1 1.6 2.0 1.0 1.2 1.1 13
Indigestible NDF turnover rate method
France 1.1 21 21 4.0 1.7 23 1.6 2.0 0.41 0.01 0.01 0.29 0.04 0.29 0.46 0.05
West Indies 0.8 1.5 13 1.5 11 1.3 14 1.6
2 B = Blackbelly sheep, T = Texel sheep.
b C4-H = C4 grass high-quality, C4-L = C4 grass low-quality, C3-H = C3 grass high-quality, C3-L = C3 grass low-quality.
animals, among forages, breeds and sites, fecal N and urinary N registered. No breed effect, breed x site interaction,

were significantly related to N intake (r =0.88 and 0.62, respec-
tively; P<0.01). The ratio between fecal N and N intake, which is
the opposite of N digestibility, significantly depended on forages
and was lower for C3 than for C4 and for high-quality forages than
for low-quality forages (P < 0.01). It did not vary with site or breed
and interactions were not significant. The ratio between urinary N
and N intake significantly depended on forages and was higher for
C4 than for C3 forages (P = 0.003). This ratio was higher in France
than in the West Indies (P<0.0001), especially for Blackbelly
(significant breed x site interaction, P < 0.008), but the breed effect
was not significant.

3.2. Rumen outflow rates of liquids and solids

Rumen outflow rates are presented in Table 5. Overall, the
liquid outflow rate was higher in France than in the West Indies
(P=0.027). Liquid outflow rates were higher in sheep consuming
C3 grass compared to those who consumed C4 grass (P =0.0007).
Liquid outflow rates were higher (P =0.0150) in sheep consuming
C4-H grass compared to those who consumed C4-L grass, whereas
no difference was registered between C3-H and C3-L grasses. No
forage x site interaction effect on liquid outflow rate was

breed x forage interaction effects were registered on liquid
outflow rate.

The solid outflow rate calculated by the indigestible NDF
method was higher (P= 0.0117) in France. There was no difference
between C3 and C4 grasses. No difference was registered between
C4-L and C4-H, whereas higher (P= 0.0017) particle outflow rate
differences were reported with C3-H compared with C3-L. There
was a site x forage interaction (P = 0.054), illustrating the lack of
difference between sites with C3 grasses.

Results from the ADL method indicated that the particle outflow
rate was higher (P=0.0149) with C3 grasses compared with C4
grasses. Particle outflow rates were lower (P=0.0001) with C4
grasses compared to C3 grasses and higher (P=0 0.0021) in C3-H
grass compared with C3-L grass. No difference was registered be-
tween high-quality C4 grass and low-quality C4 grass. A
forage x site interaction (P =0.0062) on particle outflow rate was
registered: the difference between sites was greater for C3 grasses
than for C4 grasses.

Depending on the method, the particle outflow rate was lower
(P=0.037) or tended to be lower (P=0.06) for Blackbelly
compared with Texel (P < 0.05). No breed x site or breed x forage
interaction was registered according to the method.
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Table 6
Methane emissions of two sheep breeds® (Br) fed four different forages® (For) in two simultaneous trials in France and the West Indies.
C3-H C3-L C4-H C4-L SE P-value
B T B T B T B T Site For C3vsC4 Br Br*site Br*for For*site
Enteric methane, g/d
France 234 27.2 21.7 24.6 19.9 19.6 10.8 10.5 2.67 0.11 0.00 0.00 0.69 0.70 0.16 0.00
West Indies 124 189 18.6 15.8 194 16.4 15.6 151
Enteric methane, g/kg DMI
France 239 16.6 19.0 15.6 240 20.1 16.9 13.8 2.63 0.70 0.01 0.01 0.54 0.01 0.59 0.01
West Indies 12.2 189 15.8 18.0 184 271 18.1 27.0
Enteric methane, g/kg OMI
France 26.8 18.7 203 16.7 26.3 219 18.2 149 2.88 0.70 0.01 0.01 0.54 0.01 0.62 0.01
West Indies 13.6 21.1 171 19.7 20.2 29.6 19.6 29.2
Enteric methane, g/kg NDFI
France 42.9 29.7 32.2 26.3 329 27.5 235 18.8 4.04 0.59 0.08 0.34 0.74 0.01 0.68 0.00
West Indies 20.2 313 241 275 24.2 35.7 238 34.6
Enteric methane, g/kg DDMI
France 358 27.0 341 28.2 38.7 32.6 32.1 29.8 449 0.87 0.04 0.01 0.41 0.01 0.77 0.09
West Indies 18.7 29.7 274 329 27.5 40.9 322 45.0
Enteric methane, g/kg DOMI
France 39.1 29.2 35.8 29.6 42.8 353 338 305 4.79 0.93 0.06 0.01 0.45 0.01 0.82 0.08
West Indies 20.5 325 293 353 29.8 442 34.1 473
Enteric methane, g/kg DNDF
France 65.9 49.62 68.0 55.5 47.3 394 42.5 373 5.00 0.12 0.03 0.00 0.74 0.00 0.86 0.05
West Indies 31.2 48.9 423 50.1 325 47.9 38.1 51.8

4 B = Blackbelly sheep, T = Texel sheep.

b C4-H = C4 grass high-quality, C4-L = C4 grass low-quality, C3-H = C3 grass high-quality, C3-L = C3 grass low-quality.

3.3. Methane emissions and yields

Methane emissions are presented in Table 6. Methane emission
and yield were not affected by site, irrespective of the mode of
expression: per d, per kg DM, OM or NDF intake, per kg digested
DM, OM or NDFE.

Methane emission (g/d) was higher for C3 than for C4 grasses
(P=0.0003) and higher for H than for L forages with C4
(P=0.0006), but similar between H and L for C3. A significant
forage x site interaction was observed (P = 0004); the differences
between sites were greater for C3 than for C4.

Methane yield (g/kg DM intake) was lower (P<0.01) for C3
grasses than for C4 grasses and lower (P < 0.0389 for CH4/kg DMI)
with C4-H compared to C4-L. No difference was registered between
high- and low-quality C3 grass. A forage x site interaction
(P=0.006) was observed: CHy4/kg DM intake was higher for C3 in
France and higher for C4 in the West Indies.

No breed effect and no breed x forage interaction were regis-
tered. No breed x site interaction was reported for methane emis-
sion expressed in g/d, but the interaction was significant (P < 0.01)
for CH4 yield (g/kg DMI). Methane emission was higher for Texel in
the West Indies and higher for Blackbelly in France for all modes of
expression.

4. Discussion

To our knowledge, this is the first experiment designed to
compare intake, digestion and methane emission of temperate and
tropical forages by a temperate and a tropical sheep breed both in
temperate and tropical environments. In previous studies, com-
parisons between breeds were performed in a single site, under a
unique climatic condition and, consequently, do not take into ac-
count possible interactions between genotype and environment.

4.1. Effect of type of forage

We observed a greater intake for C3 and early regrowth grasses
compared to C4 and late regrowth grasses, respectively. We also
observed that digestibility of C4 grasses was lesser than for C3

grasses. All these findings were expected and are in agreement with
the literature (Leng, 1990; Kennedy, 1995; Assoumaya et al., 2007).
We found lower CHy yield (g/kg DMI, OMI, DDMI or DOMI) for C3
versus C4 grasses. These results are in line with Archimede et al.
(2011) and Kennedy and Charmley (2012). The higher liquid
rumen outflow registered with C3 versus C4 grass could explain
these differences in CH4 emission (Hammond et al., 2014; Okine
et al, 1989; Janssen, 2010). For C4 grasses, CHy emissions
increased in late regrowth. In contrast, we did not observe an in-
crease in methane production in mature C3 grasses. The main dif-
ference in the grasses studied is the higher fibre content and degree
of lignification in C4 grasses compared with C3 grasses. These re-
sults are consistent with those published in a companion paper by
Rira et al. (2016). These authors reported that mature tropical for-
ages induced a greater concentration of acetate in detriment of
propionate. The increase in the acetate/propionate ratio, which is
correlated with fibre content, is accompanied by an increase in
methane production (Beauchemin et al., 2009). The lack of effect of
C3 forage maturity on methane emission was reported by others
(Pinares-Patino et al., 2003a; Molano and Clark, 2008; Hart et al.,
2009; Warner et al., 2015). In contrast, other authors (Jonker
et al.,, 2015; Warner et al., 2015) indicated that CH4 emission and
yield increases with forage maturity.

Our results show that DMI is one of the main explanatory var-
iables of the amount of CH4 produced and are in agreement with
several authors (Jonker et al., 2015; Hristov et al., 2013). When
comparing this study with a database of published studies con-
taining methane emissions of animals fed forage diets (Methafour
database, Eugene et al., 2014) (Fig. 2), the data from this study fall
within normal ranges, which reinforces the notion that differences
in CHy yield were related to variations in DMI. Changes in DMI
between low-quality and high-quality forages also resulted in
changes in CH4 per kg DOMI. Intake level and rumen outflow,
which are often positively correlated, partly explain this variability.

4.2. Breed effect

There was no effect of breed on DMI, digestibility and CHg4
emission and yield, but breed x site and breed x forage interactions
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CH4 g/ kg DOM
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Fig. 2. Relationship between forage intake and methane emission: experimental data (black circles) compared to literature data (open circles). Literature data come from the
Methafour database (Eugene et al., 2014).2C4-H = C4 grass high quality, C4-L = C4 grass low quality, C3-H = C3 grass high quality, C3-L = C3 grass low quality; T =Texel, B =
Blackbelly; wi = West Indies, f= France; DMI = dry matter intake; BW = body weight; DOM = digestible organic matter.

were observed for DMI and CH4. Dry matter intake was higher in
Blackbelly than in Texel in the tropical site where a climatic stress
could have occurred, whereas no difference was registered in the
temperate site. This result indicates a diminished adaptation of
Texel to warm and humid environments. Texel is a breed selected
for meat production in temperate environments, whereas Black-
belly is a less productive breed originating from the Caribbean area
and adapted to humid tropics. These differences in intake between
the two breeds cannot be explained by the rumen outflow rate of
particles, which was higher in Texel than in Blackbelly in both sites.
It can be hypothesised that Texel sheep which, during the hottest
hours of the day, breathed quickly and were noticeably affected by
the heat (visual observation), reduced their intake to decrease their
internal temperature.

For the interaction between breed and forage on DMI per kg BW,
intake was higher for Texel than for Blackbelly for the C3-H,
whereas it was higher for Blackbelly than for Texel for C4-L forage.
Wilkes et al. (2012) also reported an interaction between genotypes
comparing Damara and Merino breeds in Australia. Damara sheep
use different mechanisms to exploit low-quality and high-quality
feeds. On a low-quality diet, the Damara consumed a similar
amount of feed as the Merinos but they displayed higher di-
gestibility. On a high-quality diet, the Damaras had similar di-
gestibility as Merinos but they had greater voluntary intake. For
cattle, Hunter and Siebert (1985) suggested an interaction between
genotype and diet quality to explain the phenotypical differences
observed between Bos taurus Hereford vs Bos indicus Brahman. The
Bos taurus ingested less low-quality forage than Bos indicus, while
no difference was reported for high-quality forages. These differ-
ences were explained by the improved microbial digestion due to
the greater urea recycling in Bos indicus.

No effect of breed and no interaction between breed and site or
breed and forage were observed on digestibility. The absence of
differences in end-products of digestion and in bacterial and

protozoal numbers and profile in our study (Rira et al., 2016) are in
line with this result. Between-breed comparisons are abundant in
the literature, and most comparisons did not show significant dif-
ferences in the extent of digestion (Doreau and Diawara, 2003;
Grimaud and Doreau, 2003). However, an interaction between
breed and forage was observed on ruminal digestibility, but not on
total-tract digestibility by Kennedy (1982). These authors reported
that ruminal digestion was higher for Brahman crossbred than for
Hereford fed a tropical hay due to a higher retention time in the
rumen, whereas no difference was observed when they were fed
alfalfa hay.

The absence of an overall breed effect on methane emission
confirms literature data in dairy cows (Miinger and Kreuzer, 2008;
with Holstein, Simmental and Jersey) and in steers on different
pastures (Fraser et al., 2014; with Limousin and Welsh black). Our
results show higher methane production for Blackbelly versus Texel
in France, while the opposite was observed in the West Indies. This
genotype-environment interaction cannot be explained by differ-
ences in the turnover of solid and liquid phases of the rumen of
these breeds, as suggested by Hegarty (2004). In the companion
paper, Rira et al. (2016) did not report differences in the rumen
microbiota between Texel and Blackbelly, corroborating previous
studies which showed that rumen microbial populations were not
significantly different between two cattle breeds (Rooke et al.,
2014).

4.3. Effect of environmental conditions

The increase in temperature and hygrometry is a major factor
minimising feed intake by ruminants (reviews by Morand-Fehr and
Doreau, 2001; Renaudeau et al., 2012). The higher temperature and
hygrometry in the tropical site compared to the temperate site
could explain the observed decrease in intake. Although tempera-
tures were not extreme, the difference in THI may have resulted in
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thermal discomfort for sheep in the West Indies and, thus, in
decreased feed intake. A THI greater than 75 may be uncomfortable,
especially for animals native to temperate regions (Silanikove,
2000). However, in our experiment, when intake is expressed as
percentage of BW, there was no difference between the two sites.
This is probably because animals and their microbiota are adapted
to their environments, as Texel and Blackbelly used in France were
born in France and Texel and Blackbelly used in the West Indies
were born in the West Indies.

In our experiment, OM digestibility was slightly, but signifi-
cantly higher in the West Indies than in France. This is in line with
the analysis of the literature by Morand-Fehr and Doreau (2001)
and can be explained by the decrease in outflow of rumen con-
tent when temperature increases (Warren et al., 1974). Such a
decrease has been observed in our study.

5. Conclusions

Differences in enteric methane emissions from sheep in
temperate and tropical sites seem to be multifactorial and were
influenced by diet, breed and interactions with the environment.
The unique experimental design used in this study highlighted an
interaction between sheep breeds and geographical location that
was not reported before. Each breed performed better in its original
environment. The native breed from the tropics, Blackbelly fed
good quality C4 forages in the tropical site emitted comparable
amounts of methane that Texel fed C3 forages in the temperate site.
This work challenges the general held assumption that methane
emissions from ruminants in tropical regions are greater than in
temperate regions.
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methane than ruminants fed temperate forages. The relative influence of forage type, breed
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and temperate vs tropical environment on rumen microbial populations is not known. This
experiment aimed to separate these effects. We designed two parallel experiments in sheep
Keywords: in two sites: temperate (France) and tropical (French West Indies), using in each site two
szgg?ergtctr;:é?ctiz breeds, Texel (temperate origin), and Blackbelly (tropical origin) fed the same temperate
Temperate vs tropical site forages (C3 carbon fixation, permanent grasslands of high and low quality) and tropical for-

ages (C4 carbon fixation, permanent grasslands of high and low quality). We determined

Sheep breed
Forage diet digestibility, ruminal end-products of fermentation and microbial groups: total pro-
Methane tozoa, methanogens and bacteria, and selected fibrolytic bacteria. Dry matter digestibility

coefficient was higher in tropical site (612 vs 580 g/kg on average, P=0.004) but no differ-
ence was observed between C3 and C4 forages. There was no effect of site on total VFA
concentration, but the acetate:propionate ratio was higher for the tropical site (4.30 vs 3.93
on average, P=0.007). The acetate:propionate ratio was also affected by forage type with
higher values for C3 than C4 forage (4.24 vs 3.99 on average, P=0.03). Concentration of total
rumen bacteria and methanogens was determined by qPCR targeting, respectively, the rrs
(16S ribosomal RNA subunit) and mcrA (methyl coenzyme-M reductase) genes. For both
groups, the number of gene copies per gram of DM rumen content was higher in the trop-
ical site (P<0.001). For cellulolytic bacteria, higher number of rs copies per gram of DM of
rumen content were detected for Fibrobacter succinogenes in the temperate site (P<0.001),
whereas no differences were observed for Ruminococcus flavefaciens or Ruminococcus albus
numbers between sites, breeds and forage type. Protozoa numbers determined by counting
did not vary between sites, forages or breeds, but a site x forage interaction was observed
(P=0.01): there were more protozoa and R. albus in tropical sites for tropical forages. Our
results suggest that rumen microbiota was mainly influenced by environment (temper-
ate vs tropical) and that forage type (C3 vs C4) and breed had minor effects. However, an
interaction between environment and forage type was observed for some variables.
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1. Introduction

Enteric methane (CH4) from ruminants accounts for 39% of livestock sector greenhouse gases emissions (Gerber et al.,
2013). Several studies have tested different strategies for CH4 abatement in ruminants (Hristov et al., 2013; Martin et al,,
2010). However, although ruminant diets are based on forage, there is scant information on the effect of forage type on
methanogenesis. A meta-analysis (Archiméde et al., 2011) showed that enteric CH4 production per kg of dry matter (DM)
intake may be higher for ruminants fed tropical forages than for those fed temperate forages. These differences in CHy
production may be due to the constitutional variation in the chemical structure of tropical and temperate forages, which
display C4 and C3 carbon fixation pathways, respectively. However, differences could also be due to the ambient environment
or to animal breed. Experiments carried out with tropical forages have always been conducted in the tropics with breeds
originating from and adapted to a tropical environment; likewise, experiments with temperate forages have been run in
temperate areas with breeds originating from these areas.

In the rumen, CH4 production results from microbial fermentation of carbohydrates. The main end products of this
fermentation are volatile fatty acids (VFA), hydrogen (H;) and carbon dioxide (CO5). A large diverse population of microor-
ganisms drives this process, especially bacteria and protozoa. The H, produced is mainly used by methanogenic archaea to
reduce CO, to CHy. The activity, diversity and concentration of microbes harboured in the rumen are influenced by diet,
breed, and the environment (King et al., 2011). However, to our knowledge, the relationships linking these three factors and
their relative importance have not been studied.

The aim of this experiment was to compare rumen fermentation variables and microbial community structures of two
breeds of sheep (Texel vs Blackbelly) fed C3 and C4 forages (permanent grasslands of high and low quality) in a temperate
and a tropical site. Special attention was paid to methanogens and hydrogen-producing protozoa, which are associated with
methanogenesis increase. Total bacteria were also studied, with a focus on cellulolytic bacteria, which play an important
role in cell wall degradation and so can favour CH4 production.

2. Materials and methods
2.1. Animals, diet, management and experimental design

The study was conducted in parallel in two research sites located in temperate and tropical areas. The temperate site was
in Auvergne, France, at 45.70° North latitude and 3.03° West longitude. Where the animals were housed, the average daily
temperature ranged between 11.2 °C and 15.9 °C, and the average relative humidity ranged between 32% and 46% during
the experiment. The tropical area was in the French West Indies at 16.16° North latitude and 61.30° West longitude. The
average daily temperature ranged between 21.0 °C and 25.0 °C and the average relative humidity ranged between 83% and
88% during the experiment.

In each site, 4 Texel wethers (temperate origin) and 4 Blackbelly rams (tropical origin) were used in two 4 x 4 Latin square
designs. Sheep were born in the site where the experiment took place. Sheep were 2 years old and were fitted with a rumen
cannula. Their body weight was 60.2 + 1.5 kg for the Texel sheep and 51.3 4 4.3 kg for the Blackbelly sheep in the temperate
site; and 44.7 + 0.7 kg for the Texel sheep and 44.4+ 2.1 kg for the Blackbelly sheep in the tropical site. Management of
experimental animals followed the guidelines for animal research of the French Ministry of Agriculture and other applicable
guidelines and regulations for animal experimentation in the European Union (European Commission, 2010).

In both sites, sheep were fed the same forage from permanent grasslands, one grown in the temperate area and one
grown in the tropical area. For each forage, there were two maturity stages that determined forage quality, high (H) and low
(L), so that a total of 4 forages were studied in each site. Temperate forage was a semi-mountain permanent grassland, first
cycle, flowering stage harvested in late June (L), and second cycle harvested in late August (H), both from the same parcel.
The tropical forage was permanent grassland rich in Dichanthium spp; regrowths of 36 days (H) and 91 days (L), harvested in
October. Transport of forage from one site to the other was by ship. Chemical composition of forages is presented in Table 1.

Each experimental period lasted 4 weeks: 2 weeks for adaptation to the forage, 1 week for CH4 measurements, and 1
week for digestibility and rumen sampling. Detailed results on digestibility and CH,4 enteric productions arising from this
study have been reported in a preliminary communication (Archiméde et al., 2013) and will be fully published in a second
paper (Archimeéde et al., unpublished).

Table 1
Average dry matter content and chemical composition of experimental forages?.
Temp H Temp L Trop H Trop L

Dry matter, g/kg fresh matter® 875 879 866 878
Organic matter, g/kg dry matter 878 926 912 929
NDF, g/kg dry matter 586 623 742 742
ADF, g/kg dry matter 410 370 470 540
Crude protein, g/kg dry matter 134 83 120 69

2Temp H =temperate forage high quality, Temp L=temperate forage low quality, Trop H =tropical forage high quality, Trop L=tropical forage low quality.
bDry matter content of forages was on average 1.3 percentage unit higher in temperate site than in tropical site.
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Sheep were fed ad libitum twice daily at 07:00 and 19:00 and were housed in a closed barn in the temperate site and in
a semi-open barn in the tropical site. Animals were tied in boxes equipped for separation between urine and faeces in male
sheep. They had free access to water and salt block at all times.

2.2. Measurement of feed intake and digestibility, and rumen sampling

Feed intake was measured by weighing daily offered and refused forages for 5 consecutive days. A 200-g sample of
offered and refused forages was taken, and DM content was determined by oven-drying at 60 °C until constant weight.
Digestibility coefficient was measured by total collection of faeces for 5 consecutive days. After weighing and mixing, 10%
of daily collection of faeces were taken every day, and DM content was determined by oven-drying at 60 °C until constant
weight.

Approximately 250 g of whole rumen contents were collected through the cannula just before and 3 h after the morning
feeding. A subsample of exactly 30g was used for microbial analysis. The remaining subsample was strained through a
polyester monofilament fabric (250 wm mesh size). The pH was promptly measured using a portable pH-meter (CG840,
electrode Ag/AgCl, Schott Gerate, Hofheim, Germany).

2.3. Fermentation characteristics analysis

For VFA, 0.8 mL of rumen fluid filtrate was mixed with 0.5mL of a solution containing 4 mg/mL (w/v) crotonic acid
and 20 mg/mL (w/v) metaphosphoric acid in 0.5 mol/L HCI, kept at 4°C for 2 h and centrifuged (16,500 x g, 10 min, 4 °C).
The supernatant was stored at —20°C until analysis. Ruminal VFA were determined in the rumen liquid phase by gas
chromatography (Ottenstein and Bartley, 1971). The gas chromatograph was a Hewlett Packard 5889 equipped with a
Stabilwax DA (30 m x 0.53 mmi.d.) column maintained at 125 °C. The carrier gas was H; (34.6 mL/min). For ruminal ammonia
(NH3), 1 mL of liquid phase was added to 0.1 mL of H3PO4 0.8 M and frozen at —20 °C until analysis. Ruminal ammonia was
assayed by colorimetry using the phenol-hypochlorite method (Weatherburn, 1967).

2.4. Microbial analysis

Thirty grams of whole rumen contents was diluted with 15 mL of ice-cold phosphate buffer saline (PBS) pH 6.8 and homog-
enized in three 1 min cycles with 1 min intervals on ice, using a Polytron grinding mill (Kinematica GmbH, Steinhofhalde
Switzerland). Approximately 0.5 g was transferred to a 2-mL Eppendorf tube and stored at —80 °C until DNA extraction.

Total DNA was extracted from approximately 200 mg of frozen rumen sample using the QIAamp DNA purification kit
(Qiagen, Hilden, Germany) (Yu and Morrison, 2004). DNA concentration and quality were checked by the A260 and A280
absorbance ratio in a NanoQuant Plate on a spectrophotometer (Infinity, Tecan, Mannedorf, Switzerland). The extracted
DNA was diluted to 10 ng/pL and used as a template for PCR to amplify the rrs gene of total bacteria and the mcrA gene
for methanogens. Primers used in this study are listed in Table 2 (Edwards et al., 2007; Muyzer et al., 1993). When PCR
products were used for denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), forward primers included a GC clamp (~ 40 nt). All
PCR reactions were performed in a T100 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France) (Popova et al.,
2011; Sadet et al., 2007). PCR products were analyzed by electrophoresis on 20 g/L agarose gel (w/v) to check their size and
estimate their concentration using a Low DNA Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA).

For DGGE analysis, the amount of PCR product loaded on gels was adjusted to 100 ng for both bacterial rrs and methanogen
mcrA genes. Gels had a 6-8 (w/v) polyacrylamide gradient and a denaturant gradient of 30-55% for rrs and 10% to 30% for mcrA.
Electrophoresis was performed in 0.5 x Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer (TAE Buffer 1 x,40 mmol/LTris base, 40 mmol/L glacial
acetic acid, 1 mmol/L EDTA) at 200V and 60 °C for 5 h. Gels were silver stained using a commercial kit (Bio-Rad Laboratories)
and analyzed using GelCompar II (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). The peak area of all bands (N) and of each band (n;)
and the number of bands S were used to calculate the community biodiversity using three indices: the Shannon index (H)
calculated as H=—X(n;/N). In (n;/N), Simpson’s dominance index (\) calculated as A = ¥(n;/N)2, and the evenness index (e)
calculated as e=H/In S (Heip et al., 1998).

The quantitative (q) PCR for total bacteria (r7s gene) and methanogens (mcrA gene) was carried out (Morgavi et al., 2013).
The slope and efficiency for rrs and mcrA primers were: —3.45 and 95.6%, and —3.43 and 95.1%, respectively, with R? being
greater than 0.99 in both cases. The cellulolytic bacteria Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, and Ruminococcus
albus were quantified with primers targeting the rrs gene (Denman and McSweeney, 2006; Koike and Kobayashi, 2001). The
slope and efficiency for each primer pair were, respectively, —3.19 and 105.8%, —3.52 and 92.3%, and —3.54 and 91.5%. For
each rumen content sample, results were expressed as the mean of three replicates in rrs or mcrA logyo copies per gram of
DM of rumen contents.

For protozoa counting, 3 mL of rumen fluid was added to 3 mL of methylgreen formalin saline (MFS) solution (35 mL/L
formaldehyde, 0.14 mmol/L NaCl, 0.92 mmol/L methylgreen) and stored in the dark at room temperature. Rumen fluid/MFS
solutions were diluted in an equal volume of PBS before protozoa counts under a microscope ( x 400) in a Neubauer chamber
(Ranilla et al., 2007). Data were expressed as logyg cells/mL.
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Table 2

Oligonucleotides used as primers for PCR-DGGE and qPCR analysis.

Oligonucleotides Oligonucleotide sequences Target Amplicon Use in Primer references
length (bp)

534R — 5-ATT ACC GCG GCT GCT GG rrs Bacteria 193 PCR-DGGE Muyzer et al. (1993)
341f-GC 5'-(GC)-CC TAC GGG AGG CAG CAG
mcrAr 5-“TTC ATT GCR TAG TTW GGR TAG TT mcrA Methanogens 460-490 PCR-DGGE Luton et al. (2002)
merAf-GC 5/-(GC)40-GGT GGT GTM GGA TTC ACA

CAR TAY GCW ACA GC
qmcrA-R 5'-GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC mcrA Methanogens 140 qPCR Denman et al. (2007)
qmcrA-F 5'-TTCGGTGGATCDCARAGRGC
799R2 5'-AACAGGATTAGATACCCTG rrs Bacteria 280 qPCR Edwards et al. (2007)
520F 5'-AGCAGCCGCGGTAAT
FS586-f 5'-GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA rrs Fibrobacter succinogenes 121 qPCR Denman and
FS706-r 5'-CGCCTGCCCCTGAACTATC McSweeney (2006)
RF96-f 5'-CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGG rss Ruminococcus flavefaciens 132 qPCR Denman and
RF220-r 5'-CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC McSweeney (2006)
RA1281f 5'-CCC TAA AAG CAG TCT TAG TTC G rrs Ruminococcus albus 175 qPCR Koike and Kobayashi
RA1439r 5'-CCT CCT TGC GGT TAG AACA (2001)
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Table 3
Dry matter (DM) intake and digestibility, and rumen fermentation criteria before feeding in Texel (T) and Blackbelly (B) sheep fed four forages in temperate
and tropical site.?

Temp H Temp L Trop H Trop L SEM P value®
T B T B T B T B Site Forage Sitex C3vsC4
Forage

DM intake, g/kg BWP
Temperate site 28.9 21.8 26.3 25.2 16.8 17.0 12.9 15.1 1.87 0.95 <0.001 0.17 <0.001
Tropical site 25.8 22.8 219 237 14.8 22.8 13.8 187

DM digestibility coefficient
Temperate site 0.622 0.668 0554 0.564 0.618 0625 0476 0514 0.0209 0.004 <0.001 0.02 0.27
Tropical site 0.637 0.652 0542 0.576 0.666 0.662 0.604 0.555

pH
Temperate site 6.45 6.38 6.33 6.40 6.53 6.46 6.52 6.37 0.107 0.22 0.73 0.26 0.56
Tropical site 6.62 6.64 6.56 6.48 6.40 6.44 6.39 6.50

VFAP, mmol/L
Temperate site 92.7 90.5 87.5 91.0 73.1 73.8 93.0 944  6.72 0.79 0.02 0.30 0.05
Tropical site 813 83.1 78.6 95.5 75.3 89.9 85.9 98.9

Acetate, mmol/mol
Temperate site 711 717 751 754 722 718 711 696 12.5 0.02 <0.001 0.02 0.002
Tropical site 743 748 734 734 747 741 723 716

Propionate, mmol/mol
Temperate site 192 177 174 173 185 187 200 187 8.8 0.02 0.07 0.16 0.11
Tropical site 163 173 179 178 158 170 185 187

Butyrate, mmol/mol
Temperate site 76 80 60 60 79 83 101 97 8.0 0.13 0.002 0.08 0.01
Tropical site 75 69 68 69 74 75 75 79

Minor VFAP, mmol/mol
Temperate site 20 25 13 11 14 12 16 20 3.10 0.65 0.30 0.01 0.06
Tropical site 19 10 19 19 20 14 17 18

Acetate:Propionate
Temperate site 3.72 406 435 437 3.94 3.86 343 3.73 0.260 0.007 0.02 0.10 0.03
Tropical site 4.58 4.42 424 4.8 4.78 4.40 3.96 3.85

Ammonia, mmol/L
Temperate site 4.56 8.12 6.17 8.42 3.89 417 443 6.41 1.590 0.30 0.28 0.36 0.69
Tropical site 6.69 5.28 8.49 6.59 7.95 5.99 8.11 5.83

2 Temp H=temperate forage, high quality, Temp L=temperate forage, low quality,Trop H=tropical forage, high quality, Trop L=tropical forage, low
quality.

b BW: body weight. VFA: volatile fatty acids. Minor VFA are the sum of isobutyrate, valerate, isovalerate and caproate.

¢ Breed effect, breed x site and breed x forage interactions were not significant for all measured parameters.

2.5. Statistical analysis

To determine effects of site, breed and forage on feed intake, digestibility, pH, VFA concentration and composition, NHs
concentration, protozoa numbers, gene copy numbers and diversity indices, data underwent analysis of variance using PROC
MIXED (SAS, 2008). The model included site (n=2), forage (n=4), breed (n=2), interactions between forage and site, forage
and breed and breed and site as fixed effects and animal nested within breed as random effect. Differences between C3 and
C4 forages were also analyzed using orthogonal contrasts. Effects were declared significant at P<0.05. Linear regressions
were established between CH,4 emission per kg DM and the different populations of microbes.

3. Results
3.1. Feed intake, digestibility and ruminal fermentation characteristics

Dry matter intake expressed in g/kg BW did not vary between sites and was higher for C3 forages than for C4 forages.
Dry matter digestibility differed between sites, and a site x forage interaction was observed, digestibility being higher in
tropical site than in temperate site only for C4 forages. Dry matter digestibility differed between forages, but this difference
was due to forage quality within C3 and within C4 forages, but did not vary between C3 and C4 forages. No effect of breed
was observed on feed intake and digestibility. Ruminal pH and NH3 concentration did not vary between sites, breeds or
forages, and interactions were not significant before (Table 3) or after feeding (Table S1). Total VFA molar concentration
before feeding did not vary with site, but was higher with temperate forages than with tropical forages (P<0.05). After
feeding, VFA concentration was higher in the temperate site than in the tropical site (P<0.05), and the difference between
temperate and tropical forages remained. Before and after feeding, the proportion of acetate was higher for tropical forage
in the temperate site and lower for temperate forage in the tropical site, and the proportion of propionate and butyrate
was higher for sheep fed tropical forage in the temperate site and lower for tropical forage in the temperate site (Table 3
and Table S1). The acetate:propionate ratio was higher for C4 forages in the tropical site, particularly for H forage with an
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Table 4
Protozoal population in Texel (T) and Blackbelly (B) sheep fed four forages in temperate and tropical site.?
Temp H Temp L Trop H Trop L SEM P value®
T B T B T B T B Site  Forage Site x C3vsC4
Forage

Total, logyo cells/mL
Temperate site 621 6.26 6.13 6.23 6.16 597 637 636 0.109 041 0.62 0.01 0.50
Tropical site 646 595 634 6.16 646 635 631 6.13

Isotricha, logio cells/mL
Temperate site 516 4.69 268 274 435 346 527 392 0970 0.77 0.16 0.41 0.11
Tropical site 411 3.03 425 248 470 4.00 523 3.16

Dasytricha, logo cells/mL
Temperate site 559 525 508 353 556 544 594 549 0475 035 0.05 0.14 0.52
Tropical site 482 437 533 454 543 546 470 543

Large Entodiniomorphs®, log;o cells/mL
Temperate site 585 6.02 600 6.16 585 565 587 6.19 0.138 0.14 0.67 0.41 0.30
Tropical site 631 576 6.12 6.02 634 621 6.15 5.68

Small Entodiniomorphs®, log;o cells/mL
Temperate site 547 534 504 5.05 504 487 554 535 0.085 0.01 <0.001 <0.001 <0.001
Tropical site 501 497 527 5.08 504 501 517 5.17

2 Temp H =temperate forage, high quality; Temp L=temperate forage, low quality; Trop H=tropical forage, high quality, Trop L= tropical forage, low
quality.

b Large Entodiniomorphs: >100 wm, Small Entodiniomorphs: <100 pm.

¢ Breed effect, breed x site and breed x forage interactions were not significant for all measured parameters.

Table 5
Quantification of rumen bacteria and methanogens in Texel (T) and Blackbelly (B) sheep fed four forages in temperate and tropical site.?
Temp H Temp L Trop H Trop L SEM P value®
T B T B T B T B Site Forage Sitex C3vsC4
Forage

Total bacteria, logio 1s copy number/g DM
Temperate site  11.14 1164 1141 1146 1147 1149 1117 1126 0089 <0.001 0.03 0.001 0.14
Tropical site 1159 1151 1180 1161 11.74 1171 1165 11.62

Fibrobacter succinogenes, logio rrs copy number/g DM
Temperate site  9.78 9.67 9.59 9.57 9.54 9.60 9.30 9.42 0.143  <0.001 0.12 0.13 0.11
Tropical site 9.00 9.06 9.41 9.23 9.27 9.13 9.03 9.10

Ruminococcus albus, logyo 17s copy number/g DM
Temperate site  8.76 8.76 7.43 8.19 7.81 8.33 7.67 7.86 0302 0.99 0.40 <0.001 0.92
Tropical site 7.62 7.57 8.48 8.07 8.47 8.45 8.17 8.00

Ruminococcus flavefaciens, log;o rrs copy number/g DM
Temperate site  8.78 8.57 8.57 8.47 8.50 8.64 8.23 8.19 0.185 0.30 0.10 0.39 0.22
Tropical site 8.63 8.48 8.77 8.58 8.68 8.72 8.49 8.54

Total methanogens, log;o mcrA copy number/g DM
Temperate site ~ 8.93 8.92 8.80 8.91 8.89 8.83 8.65 8.71 0.072  <0.001 0.03 0.01 0.30
Tropical site 9.22 8.93 9.31 9.20 9.26 9.24 9.09 9.23

2 Temp H=temperate forage, high quality; Temp L=temperate forage, low quality; Trop H=tropical forage, high quality. Trop L=tropical forage, low
quality.
b Breed effect, breed x site and breed x forage interactions were not significant for all measured parameters.

interaction site x forage after feeding (Table S1). No effect of breed was shown for VFA concentration or pattern, except for
total VFA molar concentration after feeding, where a breed x site interaction (P<0.05) was found.

3.2. Ruminal microbiota

Protozoa numbers did not vary among sites, forages or breeds, but a site x forage interaction was observed: protozoa
population was higher for C3 forage in the temperate site, and for C4 forage in the tropical site (Table 4). Small entodin-
iomorphs (<100 wm) were more abundant in the temperate site and in sheep fed C3 than in those fed C4 (P<0.05). Large
entodiniomorphs (>100 pm), Dasytricha and Isotricha were not different between sites, forages or breeds.

Results of qPCR quantification of the bacterial rrs and methanogen mcrA gene copies are summarized in Table 5. The
concentration of bacterial rrs copies was higher in the tropical site (P<0.05) and for H forages. The concentration of F.
succinogenes s gene copies was higher in the temperate site (P<0.05). The concentration of R. albus was influenced by
neither site nor forage, but a forage x site interaction was observed: higher rrs copies were detected in the temperate site
for C3 forages, whereas in the tropical site higher rrs copies were observed for C4 forages. There was no difference in R.
flavefaciens numbers between sites, breeds or forages.
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Fig. 1. Relationship between rumen microbes and methane enteric emission according to site (temperate (France, F) vs tropical (French West Indies, FWI))
and origin of forages (Temperate C3 (Temp) vs Tropical C4 (Trop)): high quality and low quality forage fed to Texel and Blackbelly. Each point is the mean
of 4 individual values.

Methanogen concentration expressed as mcrA gene copy number in rumen contents was higher in the tropical site. Effects
of forage and interaction between site and forage were observed: methanogen concentrations were higher in sheep fed C4
forages in the tropical site and in sheep fed C3 forages in the temperate site (Table 5).

DGGE analysis showed no difference within bacterial community structure and methanogenic community structure, and
clustering patterns did not differ substantially among individual sheep (data not shown). Diversity indices were calculated
from the rrs DNA PCR-DGGE profiles. Shannon, dominance and evenness indices did not vary between sites or breeds
(Table S2). However, a tendential site x breed interaction was observed for the Shannon index in rrs DNA PCR-DGGE profiles
(P=0.055). There was no difference between forages in either the number of bands or the values of diversity indices for the
rrs DNA PCR-DGGE profiles (data not shown).

3.3. Relationships between microbial populations and methane production

Fig. 1 presents relationships between microbial abundances and CH4 production according to site, breed and forages
(mean of 4 animals for each combination). Significant and positive relationships were found between protozoa population
and CHy4 production (r=0.53, P<0.05), and between R. albus and CH,4 production (r=0.52, P<0.05) (Fig. 1). No relationship
was found between total bacteria, R. flavefaciens, F. succinogenes and CH4 production (r=0.44, 0.27 and 0.05, respectively,
P>0.05). Higher CH4 production was associated with higher methanogens numbers but the relationship was non-significant
(r=0.28, P>0.05). Although some relationships were significant, coefficients of determination (R?) were low.
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4. Discussion

Factors other than animal and feed characteristics are known to affect rumen digestion including, among other factors,
climatic conditions (Decruyenaere et al., 2009). Digestion and CH,4 production by ruminants differ between temperate and
tropical conditions. However, as trials are usually carried out using feedstuffs harvested on site and a single, locally adapted
breed (Archimeéde et al., 2011) it has not been possible to assess the relative importance of these factors. To our knowledge,
our study is the first to simultaneously compare in a temperate and in a tropical environment, a temperate and a tropical
sheep breed fed the same diet, allowing a finer interpretation of alleged differences between temperate and tropical sites
in CH4 production, rumen fermentation, and microbial ecosystem. Results on intake and digestibility will be thoroughly
discussed in a second paper (Archimeéde et al., unpublished) and are briefly discussed in this manuscript.

4.1. Effect of environment on digestive processes

Intake par kg BW was not affected by site. The temperature in the tropical site was certainly not high enough to affect
intake as suggested by the review of Morand-Fehr and Doreau (2001). The higher digestibility observed in the tropical site
is in accordance with the review of Morand-Fehr and Doreau (2001) for a wide range of temperatures, for a same intake.
Independently of diet and animal type, there is limited experimental evidence to explain differences in rumen fermentation
and methanogenesis between temperate and tropical sites. Such differences can result from differences in temperature or
hygrometry. In this study, no difference in VFA concentration between sites was observed before feeding, but after feeding,
the concentration was lower for the tropical site than for the temperate site. This may be explained by the difference in
temperature, as it was reported by Kelley et al. (1967) in cows fed a constant diet at different controlled temperatures, and
by Martz et al. (1990) in cows fed forage diets with moderate differences in intake. Another explanation could be the dilution
of VFA in the rumen due to higher water consumption (Silanikove, 1992). However, in this experiment, rumen water content
was 87.7% on average and was similar between sites, which does not support this hypothesis.

In contrast to our results, increase in total rumen VFA content and a decrease in pH were reported (Kadzere et al., 2002)
when ambient temperature increased because VFA were absorbed less efficiently. In the present study, the tropical site
had higher acetate proportion than the temperate site before and after feeding; the same tendency was observed for the
acetate:propionate ratio. This result is in line with a previous study showing that high ambient temperature was associated
with higher proportion of acetate (Kelley et al., 1967). However, this trend is not general, as another trial showed that an
increase in temperature did not change VFA pattern in cattle, and increased propionate in sheep (Lippke, 1975).

The observed differences in VFA pattern can be due to differences in microbial communities between temperate and
tropical sites, especially as there was no effect of site on daily feed intake, on average 20.5 g DM/kg body weight for both
sites (Archimeéde et al., 2013). The qPCR analysis revealed that total bacteria and methanogen numbers were higher for the
tropical site. Change in bacterial numbers may be partially explained by the lower concentration of small entodiniomorphs
in the tropical site, and hence a decreased predatory activity on bacteria. In contrast to our results, a significant change in
the composition but not in the concentration of microbial populations at elevated ambient temperature and humidity was
reported (Tajima et al., 2007), this shift being accompanied by a decrease in concentration of VFA in the rumen. The targeted
cellulolytic bacteria were not affected by site, except for F. succinogenes, which was more abundant in the temperate site
(Table 5). This bacterium is a major fibre-degrading species in the rumen that does not produce H, and is not associated
with higher CH4 production (Chaucheyras-Durand et al., 2010). A higher acetate production is generally linked to higher CH4
production, but there was no site effect on CH4 production (Archiméde et al., 2013) for this experiment (18.7 and 19.4 g/kg
DM intake on average for temperate and tropical sites, respectively). Methane was generally produced in higher quantities
when H;-producing cellulolytic species such as Ruminococci were dominant, because of their association with methanogens,
which consume H; and produce CH,4 (Chaucheyras-Durand et al., 2010; Morgavi et al., 2010) resulting simultaneously in
higher production of acetate (Morgavi et al., 2010; Pavlostathis et al., 1990). This is in line with our results where the number
of Ruminococci was also not affected by any of the factors tested and not correlated with CH4 production (Fig. 1).

In the present work we found little effect of environmental conditions on rumen fermentation and microbial populations.
There are very few data in the literature: a change in rumen diversity and structure of microbiota was observed (Romero-
Pérezetal.,2011), suggesting that shifts in microbial populations may have been due to differences in temperature sensitivity
among microbial species, but the range of temperature tested by these authors was between —5°C and —30°C. The rumen
and its contents are thermally stable but a modest change and disturbance within the rumen may occur with changes in
ambient temperature. A difference in drinking water temperature can induce a difference in the temporary decrease in
rumen temperature after drinking (Bewley et al., 2008). Another hypothesis is that a difference in ambient temperature (9
vs. 26 °C) results in a difference in mean retention time through hormonal changes, which may influence rumen fermentation
(Barnett et al., 2015) and thus perhaps microbiota.

4.2. Effect of forage type on digestive processes
To date, studies on tropical forages have largely focused on comparisons of various plant species or physiological stages

(Assoumaya, 2007). The higher intake of temperate forages compared to tropical ones was independent of site confirming
the conclusion of the review of Assoumaya et al. (2007) comparing data on temperate forages carried out in temperate areas
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with data on tropical forages carried out in tropical areas. In the present experiment, it was observed a logical reduction
in digestibility with poor quality forages but also a noticeable improvement in digestibility of lower quality C4 forages in
the tropical site. In C4 forages, digestibility between high and low quality hay is severely reduced compared to C3 and
animals on the tropical site seem better adapted to extract nutrients from this poor quality feed resource. The current study
shows that grass physiological type (temperate C3 vs tropical C4) had more influence on rumen fermentation than site.
Differences between forages in VFA concentration and pattern could be explained by their quality: nature and content of
fibre and amount of lignin. In the present study, poor quality forages (H vs L) result in a lower VFA concentration and in a
higher acetate:propionate ratio, independently of the site. This confirms literature data on tropical forages: a decrease in
propionate relative to total VFA, while acetate increased with advancing maturity of the C4 grass Panicum maximum was
observed (Assoumaya, 2007; Relling et al., 2001).There is no direct comparison between C3 and C4 grasses in the literature, so
that it is difficult to know whether differences between C3 and C4 forages observed in this study derived from the chemical
composition, such as the higher content of secondary metabolites of Dichanthium annulatum (Awad et al., 2015) present
in the mixture of Dichanthium in this study. In a meta-analysis (Assoumaya et al., 2007), ruminal OM digestion, which is
related to VFA production, was similar between tropical and temperate forages for the same fibre content, suggesting that
chemical composition plays a major role in the differences found between tropical and temperate forages. In our experiment,
butyrate proportion was higher for L than for H forages, and higher after feeding for temperate than for tropical forages.
This suggests that butyrate production is not directly related to chemical composition. Butyrate is generally associated with
protozoa (Eugéne et al., 2004), but in our study there was no effect of forage type on numbers of protozoa, bacteria or
methanogens. However, a significant site x forage interaction between temperate and tropical was found for total bacteria,
R. albus, methanogens and protozoa. This shows that these populations were highest with tropical forages in the tropical site,
suggesting that degradation of poor quality C4 forages characteristic of the tropics requires a denser microbial community.
Forage type (C3 vs C4) had no effect on the population numbers of total or cellulolytic bacteria and methanogens, whereas
a global effect of forage is shown for both total bacteria and methanogens. This suggests an effect of quality, i.e. nutritive
value of forages, on these populations. By contrast, a strong variation in ruminal bacteria of young steers fed either a C3 or
a C4 grass was reported (Pitta et al., 2010).

No difference in methanogen mcrA copy number was detected among forages, although we expected to find more
methanogens with tropical forages, because in this trial they generated more CH,4 than temperate forages: 17.5 and 20.7 g/kg
DM intake on average for C3 temperate forages and C4 tropical forages, respectively (Archimede et al., 2013). These results
are in line with previous results (Danielsson et al., 2012; Zhou et al., 2011) who reported that CH4 production was not related
to total methanogen population. Methane production could be related to methanogen activity rather than their abundance
(Popova et al., 2011).

4.3. Effect of breed on digestive processes

There is little information available on the extent to which rumen fermentation and microbes vary between sheep breeds.
In our experiment two contrasting sheep breeds were chosen: one of temperate origin and the other of tropical origin. Overall,
rumen fermentation and microbes were not affected by breed for any of the variables measured. The absence of change in
ruminal VFA concentration between genotypes agrees with a previous comparison of two sheep breeds: a local one and
an improved one (Ile-de-France and Churra-da-Terra-Quente) fed the same diet (Lourenco et al., 2013). Very few studies
have compared more widely-contrasting breeds. A comparison between local Bos taurus breed and a Bos indicus breed in
a tropical environment showed no differences in digestive processes (Grimaud and Doreau, 2003). Differences in digestion
between breeds may differ more for poor quality feeds, for which local breeds should be better adapted than improved
breeds (Lopez et al., 2001). However, breed x forage interaction was not significant in our study, and the absence of breed
effect might be due to the adaptation of ruminal microbiota for both Texel and Blackbelly to the environment where the
experiment took place, since they were born and raised close to each experimental site. The establishment of the rumen
microbiota is influenced by nutritional and/or environmental exposure in young animals after birth. Consequently, induced
variations in microbial populations colonizing the rumen can lead to modifications in fermentation and CH4 production
(Abecia et al., 2013). The adaptation of Texel and Blackbelly microbiota to the temperate vs tropical environment may have
reduced differences between breeds. In addition, climate conditions during this trial were not extreme enough to favor
distinct adaptive and behavioral responses between breeds. Unfortunately, the origin and history of experimental animals
is not specified in most studies. At the microbial level, qPCR analysis did not reveal any difference between Texel and
Blackbelly. These results corroborate previous studies showing that methanogens, bacteria and protozoa population were
not significantly different between two cattle breeds (Rooke et al., 2014). In contrast to this study, some authors have shown
the impact of breed on potential CH4 production and rumen microbiota and suggest that the host animal exerts a controlling
effect on its own gut microbiota (Danielsson et al., 2012; King et al., 2011).

Differences in microbial populations were predominantly attributable to diet, with the host being less influential. In
addition to feed composition effects, the environment appears to influence the establishment and development of the
rumen microbiota, leading the host to adapt so as to regulate the influence of diet and environment.
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5. Conclusion

This study shows that the differences observed in the rumen microbiota of sheep between tropical and temperate sites
were intrinsic to the location and could not be attributed to local forages (temperate C3 vs tropical C4) or breeds. Total
bacteria and methanogens were more abundant in the tropical site. This study also shows the adaptation capacity of each
breed to its environment, suggested by the site x breed interaction. Future work should characterize the microbiota using
high-throughput sequencing for phylogenetic and metagenomic analysis to gain a better understanding of the influence of
the environment in shaping rumen populations.
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Table S1

Rumen fermentation criteria 3 hours after feeding in Texel (T) and Blackbelly (B) sheep fed four forages in temperate and tropical site*

Temp H Temp L Trop H Trop L SEM P value®
T B T B T B T B Site  Forage SitexForage C3vs C4
pH
Temperate site 6.19 6.39 6.35 6.33 6.24 6.53 6.43 6.48
] . 0.106 0.33 0.89 0.47 0.64
Tropical site 6.43 6.62 6.28 6.48 6.45 6.38 6.42 6.40
VFA?, mmol/L
Tem;.)erate. site 111.9 95.9 102.8 109.0 95.4 84.7 77.1 70.5 6.18 0002 <0001 002 <0.001
Tropical site 82.3 81.0 82.4 97.4 78.7 88.0 71.8 84.6
Acetate, mmol/mol
Tem[.)erate. site 677 702 634 667 747 755 708 712 16.3 003 <0.001 <0.001 <0.001
Tropical site 742 740 694 691 705 713 737 726
Propionate, mmol/mol
Tem[-)erate. site 223 196 240 214 175 170 189 192 114 0.01 <0.001 001 0.01
Tropical site 163 171 211 203 205 190 166 173
Butyrate, mmol/mol
Temp.)erate. site 78 80 110 100 64 63 91 86 10.2 0.59 001 017 0.09
Tropical site 79 79 79 93 74 79 82 86
Minor VFAZ, mmol/mol
Tem[_)erate_ site 23 22 13 19 13 12 13 10 28 0.46 018 0.002 0.08
Tropical site 15 10 15 14 16 18 15 14
Acetate:Propionate
Temperate. site 3.04 3.63 2.69 3.19 4.30 4.47 3.77 3.76 0301 001 <0001 001 0.01
Tropical site 4.58 4.40 3.33 3.43 3.60 3.85 451 4.26
Ammonia, mmol/L
Tem[.)erate. site 7.17 6.83 4,05 5.16 5.93 9.87 4,79 5.89 1879 065 018 093 0.66
Tropical site 6.76 7.68 5.57 6.49 7.96 7.42 481 6.40

! Temp H = temperate forage, high quality, Temp L = temperate forage, low quality, Trop H = tropical forage, high quality, Trop L = tropical forage, low quality.
2VFA: volatile fatty acids. Minor VFA are the sum of isobutyrate, valerate, isovalerate and caproate.
% Breed x site was only significant for VFA; Breed effectand breed x forage interactions were not significant for all measured parameters.
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Table S2

Rumen microbial diversity observed in Texel (T) and Blackbelly (B) sheep fed four forages in temperate and tropical site*

Temp H Temp L Trop H Trop L SEM P value®
T B T B T B T B Site  Forage Site x Forage C3vsC4
Dominance
Temperate site  0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.04 0.03
0.01 084 0.73 0.88 0.46
Tropical site 0.04 0.03 0.04 0.03 0.03 0.04 0.04 0.04
Shannon
Temperate site 1.53 1.50 150 154 152 143 149 152
0.10 0.17 0.95 0.71 0.72
Tropical site 150 1.26 154 131 159 140 153 1.35
Evenness
Temperate site 0.95 0.93 096 0.94 0.96 0.90 0.96 0.93
0.06 0.30 0.91 0.75 0.68
Tropical site 0.95 0.83 094 0.86 0.96 0.94 094 0.90

Temp H = temperate forage, high quality, Temp L = temperate forage, low quality, Trop H = tropical forage, high quality, Trop L = tropical forage, low quality.

*Breed effect, breed x site and breed x forage interactions were not significant for all measured parameters.



Résultats

Chapitre 3 : Effet de ’apport de ressources riches en
tanins condensés sur la digestion et I’émission de
méthane par des moutons consommant une

graminee tropicale
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Résultats

Présentation des expérimentations

Comme indiqué dans le chapitre Etat de 1’art, la présence de tanins condensés dans les
plantes entraine une réduction de la production de CH,4 par les ruminants mais présente
I’inconvénient de réduire fréquemment la digestibilité du fourrage. Toutefois, I’amplitude de
leur action est mal connue. Nous avons voulu étudier simultanément les effets du niveau
d’apport et de la source de tanins sur la production de CHyg, et expliquer les variations de CH,4
par les variations de la digestibilitté de la ration et des différentes composantes de
I’écosystéme microbien. Pour cela, nous avons mené un essai in vitro dans le centre INRA
Auvergne-Rhéne-Alpes (UMRH Theix, 63122 Saint-Genés Champanelle), responsable de
I’expérimentation M. Doreau, et un essai in vivo dans le centre Antilles-Guyane (URZ 97170
Petit-Bourg, Guadeloupe), responsable de I’expérimentation H. Archiméde. Les deux essais

étaient complémentaires, et ont été réalisés en concertation étroite.

Quatre fourrages riches en tanins ont été récoltées en Guadeloupe : feuilles de deux
légumineuses arbustives (Leucaena leucocephala, Glyricidia sepium, et d’un sous-produit de
culture, le manioc Manihot esculenta. L’essai in vivo a été réalisé en Guadeloupe selon deux
carrés latins 4x4 un avec des moutons d’un génotype tropical, le Blackbelly, et un avec des
moutons d’un génotype tempéré, le Texel. Les quatre traitements étaient un régime témoin
compos¢ d’un foin de prairie naturelle tropicale (Dichanthium. spp) et trois régimes
comprenant ce méme foin et 44% de plantes riches en tanins. Les mesures ont été 1’ingestion,
la digestibilité des constituants de la ration, le bilan azoté, la production de CH, (méthode du
SFs), la population de protozoaires (comptage), la diversité des bactéries et des méthanogenes
par la méthode DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis), et I’abondance des bactéries
totales et cellulolytiques, et des méthanogénes par PCR quantitative. L’essai in vitro, réalisé a
Theix, a utilisé les quatre mémes fourrages. Les substrats ont été incubés pendant 24 h (en
systéeme batch) avec du liquide de rumen de 4 moutons Texel alimentés avec un fourrage
tropical, dans différentes proportions entre le fourrage témoin et les 3 fourrages riches en
tanins afin d’établir des courbes doses-réponse. Les mesures ont été la production de gaz
totaux et de CHy, ainsi que la production d’AGV et la concentration en ammoniac en 24 h

d’incubation.

Dans I’essai in vivo, les mesures d’ingestion, de digestibilité et de bilan azoté ont été
faites en Guadeloupe. La production de CHy, les concentrations du liquide du rumen en acides
gras volatils et en ammoniac et toutes les mesures de 1’écosystéme microbien ont été réalisées

a Theix. Les mesures de 1’essai in vitro ont été entierement réalisées a Theix.
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L’analyse chimique des tanins a été réalisée par la méthode vanilline-H,SO4 en Guadeloupe,

mais des standards ont été purifiés pour chacune des 3 plantes riches en tanins a Theix.

Une des originalités de cette expérimentation a été la distribution des plantes riches en
tanins sous forme de granulés dans I’essai in vivo. Ce choix a été motivé par la nécessite de
bien contréler les proportions entre le fourrage témoin et les fourrages riches en tanins. Il se
double d’un intérét pratique, car la distribution de suppléments riches en tanins sous une
forme peu encombrante est une option pour leur utilisation sur le terrain. Cette forme
d’administration permet de contourner le probléme d’astringence posé par les tanins. Dans un
essai préalable, il a été étudié la possibilité de transformer les feuillages riches en tanins en
granulé et vérifier que les tannins ne sont pas détruits ou modifiés. Comme dans la premiére
expérimentation, 1’analyse de la production de CH4 a nécessité le voyage des tubes de

collectes vides d’Auvergne en Guadeloupe, et pleins de Guadeloupe en Auvergne.

Les résultats de ce travail ont été valorisés sous forme de deux publications, une par
expérimentation. La premiere (publication 3) a concerné les données globales (ingestion,
digestibilite, bilan azoté, CH4) de I’essai in vivo (Archimede et al., 2016), la seconde
(publication 4) a regroupé les résultats de 1’essai in vitro (CH,, parametres fermentaires) et les
données concernant le rumen (paramétres fermentaires, écosystéme microbien) de 1’essai in

vivo (Rira et al., 2015).
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Summary

An in vivo trial was conducted in sheep to investigate the effect of three tropical tannin-rich plants (TRP) on
methane emission, intake and digestibility. The TRP used were leaves of Glyricidia sepium, Leucaena leucocephala
and Manihot esculenta that contained, respectively, 39, 75 and 92 g condensed tannins/kg DM. Methane was
determined with the sulphur hexafluoride tracer technique. Eight rumen-cannulated sheep of two breeds (four
Texel, four Blackbelly) were used in two 4 x 4 Latin square designs. Four experimental diets were tested. They
consisted in a tropical natural grassland hay based on Dichanthium spp. fed alone (C) or in association with G.
sepium (G), L. leucocephala (L) or M. esculenta (M) given as pellets at 44% of the daily ration. Daily organic matter
intake was higher in TRP diets (686, 984, 1054 and 1186 g/day for C, G, L and M respectively; p < 0.05) while
apparent organic matter total tract digestibility was not affected (69.9%, 62.8%, 65.3% and 64.7% for C, G, L
and M respectively; p > 0.05). Methane emission was 47.1, 44.9, 33.3 and 33.5 g/kg digestible organic matter
intake for C, G, L and M, respectively, and was significantly lower (p < 0.05) for L and M than for G and C. Our
results confirm the potential of some TRP to reduce methane production. The strong decrease in methane and

the increase in intake with TRPs may be due to their presentation as pellets.
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Introduction

Livestock farming activities account for 14.5% of glo-
bal greenhouse gas emissions of anthropogenic origin
of which 39% are due to enteric methane emission
from ruminants (Gerber et al., 2013). In addition to
this environmental impact, CH,4 represents a loss of 2—
15% of gross energy intake of ruminants (Johnson
and Johnson, 1995). Many strategies, including the
use of some secondary metabolites of plants, exist to
mitigate CH, emissions (Beauchemin et al., 2009;
Hristov et al., 2013). Among these plant secondary
metabolites, tannins are considered as a promising
group of natural additives for CH, mitigation. Tannins
are present in numerous plants in tropical areas.
Depending on their chemical structure and concentra-
tion in ruminant diet, tannins may have positive or
negative effects on animal responses. A decrease in

performances is often the result of a decrease in intake
when tannin-rich plants (TRP) are fed. This decrease
is often associated with low palatability (Landau et al.,
2000) and can be accompanied by a decrease in diet
digestibility (Mueller-Harvey, 2006) and with poten-
tial toxicity to the animal (Reid, 1995). The higher
protein supply of TRPs, associated with a decrease in
rumen protein degradation induced by tannins, can
result in improved animal performances, except when
the intestinal protein digestibility is reduced. In addi-
tion, TRP can have a positive effect on health by
reducing gastrointestinal nematode load in grazing
ruminants (Waghorn, 2008). A meta-analysis by
Jayanegara et al. (2012) showed that condensed (CT)
and, to a lower extent, hydrolysable (HT) tannins
reduce CH, emission, but responses are variable. It is
still unclear to which extent CH, reduction is associ-
ated with adverse effects on digestibility and on some
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rumen microbes, so it is imperative to account for
these factors before using them as CH, mitigation
agents. The objective of this study was to investigate
the effect of three TRP on enteric CH, emission, intake
and feed digestion. In this experiment, we used pellets
made from these plants as an innovative method of
TRP administration and a possible way to enhance
voluntary intake. Positive effect of pelleting on intake
was reported by several authors (Minson and Milford,
1968; Faichney et al.,, 2004). In the socio-economic
context of Guadeloupe, we assume that the granula-
tion is a technology that will amplify the use of foli-
age. These, harvested and wused fresh, require
excessive working time. In a companion paper of this
work by Rira et al. (2015), fermentation and microbial
parameters were described.

Materials and methods

Experimental site and diets

The research was carried out in 2013, during the rainy
season, at the experimental animal station of the
National Agronomic Research Institute (INRA) of
the French West Indies (Guadeloupe, latitude
16.16 N, longitude 61.30 W). Temperatures ranged
from 21-25 °C (rainy season) to 27-31 °C (dry sea-
son). The mean rainfall on the experimental site is
3000 mm/year. Experimental diets consisted in a hay
of tropical natural grassland based on Dichanthium spp.
fed alone or in association with 3 TRP forages given as
pellets at 44% of the daily ration on average. Tannin-
rich plants were leaves of Glyricidia sepium, L. leuco-
cephala and Manihot esculenta. The hay came from a
75-day regrowth natural grassland grown with irriga-
tion and mineral fertilisation (100 kg of N/ha/year) in
Grande-Terre, northeast Guadeloupe. All the hay
came from the same harvest. Tannin-rich plants grew
on ferrallitic soils without fertilisation. Glyricidia
sepium and Leucaena leucocephala came from 9 to
12 months fallow farmland. Manihot esculenta was col-
lected from a 12-month-old plantation. The young
branches (stem and leaves), <6 months old, of the
three TRP were harvested then sun-dried for 2 days.
The leaves with petioles were isolated from the stem
and ground (3 mm screen) then pelleted using a
GR150E system (Oliotechnology, Burgun, Wissem-
bourg, France). The average size of the pellets was
12 mm long and 3 mm in diameter. Four diets were
compared: Dichanthium spp., given alone ad libitum as
control (C), Glyricidia sepium, Leucaena leucocephala and
Manihot esculenta given as a mixture containing
Dichanthium hay distributed ad libitum and 510 g dry
matter TRP (G, L and M diets respectively).
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Animals and design

Two sheep breeds were used in two 4 x 4 Latin
square designs, Texel (T, n = 4) of temperate origin
and Blackbelly (BB, n = 4) of tropical origin. Rams
from both breeds were born in French West Indies. All
rams were 2 years old and were reared following
European Union recommendations for animal welfare
in accordance with the regulations of the Animal Care
Committee of INRA. Their body weight was
40.2 £ 3.9 kg for Texel sheep and 51.2 + 3.7 kg for
Blackbelly rams, and each of them was fitted with a
rumen cannula. Each period lasted 28 days with
21 days of adaptation to diets and to equipment for
gas collection followed by 7 days of measurements of
feed intake, total tract digestibility and CH,4 emission.
Fermentation and some microbial parameters were
also measured at the end of each period, and results
were published by Rira et al. (2015). Rams were tied
in stalls throughout the experiment and had free
access to water and salt block. The blocks” composition
was (g/kg): Ca (60.0), P (20.0), Mg (10.0), Na (280.0),
Zn (17.5), Mn (5.5), Fe (1.5), T (0.03), Co (0.03) and
Se (0.01). During the period 4, one Blackbelly ram
refused to eat L pellets and was kept on the diet C.

Rams were fed the hay ad libitum two times per day
at 10-h interval (7 and 17 h), and 510 g of dry matter
TRP pellets was offered at 7 h. The amount of pellets
was adjusted by progressive incorporation during the
period of adaptation to diet to allow the ratio TRP/hay
to be around 0.85.

Measurements

Rams were individually weighed at the beginning and
the end of each period. Intake and apparent digestibil-
ity were determined from the daily weighing of the
amounts of diet offered and refused and of the faeces
during five consecutive days. Cotton bags were glued
to the hindquarters of the animals during the mea-
surement period to collect faeces unsoiled by urine.
Five 200-g samples per period and animal of the
offered feeds and refusals, and five faecal samples
(10% of the daily excretion) were taken for constitut-
ing representative samples for chemical analysis. Daily
urinary output was also recorded. Urine was collected
daily in 10-I drums containing sulphuric acid (2.5 ml
of 10% H,SO,4 per 100 ml urine), and daily samples of
urine were pooled before N determination.
Simultaneously with faeces collection, enteric CHy
emission was measured over five consecutive days.
The sulphur hexafluoride (SF4) tracer technique
(Johnson et al., 1994) was used as described by
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Martin et al. (2008). Briefly, brass permeation tubes
(12.5 mm x 40 mm i.d.), weighing approximately
32 g, were loaded with approximately 600 mg of SFq
gas (Air Liquide, Mitry-Mory, France) while in liquid
N,. They were then calibrated by bi-weekly weighing
for a 10-week period. Permeation rate of SF4 from the
tubes was 1.015 + 0.038 mg/day. A calibrated perme-
ation tube was introduced into the rumen of each
ram, through the cannula, one week before the first
experimental period and remained in the rumen
throughout the experiment. Representative breath
samples from each ram were collected in pre-evacu-
ated (—0.8 atm) polyvinyl chloride 0.7-1 cylindrical
collection devices by means of capillary and Teflon
tubing fitted to a halter. The collection devices were
placed at the top of the animal stall and changed every
24 h before the morning feeding. Background con-
centrations of gases were measured daily in ambient
air samples collected in a device placed in the barn
with a good natural ventilation. The SFs and CHy
gases were determined upon receipt of samples to the
analytical laboratory (between one to two weeks after
the last sampling of each period).

Chemical analyses and analytical procedures

Dry matter (DM) content of forage, refusals and faeces
were determined by drying in a forced-draught oven
at 60 °C until constant weight. Samples for chemical
analyses were dried under the same conditions. Diet
and faeces samples were milled through a 1 mm
screen (Reich hammer mill, Haan Germany) prior to
analysis. Organic matter (OM) and N analyses were
performed according to AOAC (1990), Methods 923.3
and 992.15, respectively, for OM and N. Lyophilised
faecal samples were analysed for ash and N, and fresh
samples of urine for N by the same methods as for
diets. Crude protein (CP) was estimated as Nx6.25.
Cell wall components [neutral detergent fibre (NDF),
acid detergent fibre (ADF) and acid detergent lignin
(ADL)] in diet and faecal samples were determined as
described by Van Soest et al. (1991) using a sequential
procedure (AOAC, 2006, Methods 200.04 and 973.18,
respectively, for NDF and ADF + ADL). Condensed
tannins were extracted in an ultrasonic bath with a
70% (vol/vol) aqueous acetone solution (Giner-Cha-
vez et al.,, 1997) and isolated with Sephadex LH-20
(Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA). Condensed tan-
nins content was determined using the vanillin—
H,S0, method according to Laurent (1975). A 70%
(vol/vol) H,SO,4 solution containing 1% vanillin (wt/
vol) was added to the methanolic extract of the plant,
and absorbance was measured at 500 nm. Concentra-
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tions were determined using as standard: (i) a com-
mercial tannin extract (quebracho) to rank plants
according to a well-known standard and (ii) individ-
ual extracts of each plant for a more accurate determi-
nation of tannin concentration. An individual
calibration curve was prepared from CT extracted
from each plant, so that the tannin concentration of
each plant was determined using its own standard.

Concentrations of SF, and CH, in breath and
ambient air samples were determined by gas
chromatography. A gas chromatograph (CP-9003,
Varian-Chrompack, les Ulis, France) fitted with an
electron capture detector and a Molecular Sieve
0.5 nm column maintained at 60 °C was used for the
SF¢ analyses. Another gas chromatograph (Autosys-
tem XL, Perkin Elmer Instruments, Courtaboeuf,
France) fitted with a flame ionisation detector and a
Porapak N 80-100 mesh column (3 m x 3.2 mm i.d.;
Alltech France Templemars, France) maintained at
60 °C was used for determination of CH4. The carrier
gas used was N, (30 ml/min) for the SF4 and He (40
ml/mn) for the CH4. Chromatographic analyses were
performed after calibration with standard gases (Air
Liquide, Mitry-Mory, France) for SF4 (202 ppt) and
CH,4 (95.7 ppm). Daily CH, production was calculated
using the permeation rate of SF4 and the concentra-
tions above the background of SF¢ and CH,4 in the
breath sample:

CH4(g/d) = SFs permeation rate(g/d) x [CHy]/[SF¢]

Statistical analysis

Means corresponded to 5 days of measurement for
intake, total tract digestibility, N balance and CHy4
emission. Statistical analysis was performed using the
MIXED procedure of SAS 9.2 release (SAS 2008). Diet,
breed and period were fixed effects, and animal was a
random effect nested within breed. The experimental
unit was the animal.
The global model used was:

Y;‘]‘k[:m+D[+Bj+(DXB)U+Ak+P[+€ijk1

where m is the mean, D; is the diet fixed effect (i = 1-4),
B; is the breed fixed effect (j = 1-2), (D x B);; is the
interaction between the diet effect and the breed
effect, Ay is a random effect associated with animal
(k = 1-8, P;is the fixed effect of periods (/ = 1-4), and
ejjxs is the residual term.

Difference between each TRP and C was tested with
Dunnett’s test. Additionally, the Tukey’s test was used
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for comparison between the four means. Results of
Dunnett’s test are given in tables; results of Tukey’s
test are mentioned in text when relevant. Values are
expressed as least square means and standard error of
the mean (SEM). Statistical differences were declared
significant at p < 0.05.

Results

Chemical composition

The chemical composition of control hay and TRPs is
presented in Table 1. Tannin-rich plants had higher
CP content and were less rich in fibre (NDF and ADF)
than C hay. Level of CT was similar for L and M when
expressed using quebracho standard, L had a higher
CT content than M but when it was expressed using
their own standards, M had a higher CT content than
L. In contrast, G had a CT content that was 2—4 times
lower, depending on the standard, than L or M.

Intake and total tract digestibility

Dry matter intake (g/kg LW, g/day) was lower
(p < 0.05) with the C hay diet than with TRP diets
(Table 2). Within TRPs, intake was higher with M diet
than with G and L (Tukey’s test). Dry matter, OM and
fibre intake, expressed in g/kg BW or g/day, was lower
(p < 0.05) for Texel than Blackbelly.

Dry matter, OM and ADF digestibility did not differ
among diets (Table 2). However, NDF digestibility was

Table 1 Chemical composition [g/kg dry matter (DM)] of control and
tannin-rich plants (n = 8)

Control Glyricidia Leucaena Manihot

Attributes Hay sepium leucocephala esculenta
Organic matter 924 (£16.6) 915 (+£15.6) 913 (£16.9) 910 (+17.3)
Crude protein 108 (+£1.8) 262 (+4.2) 266 (+4.0) 208 (+3.5)
Neutral 764 (£29.0) 387 (+14.3) 387 (+£15.5) 430 (+£15.1)
detergent
fibre
Acid detergent 402 (+14.9) 283 (£11.3) 252 (£9.8) 345 (£13.1)
fibre
Condensed
tannins

Using ND 18 (+0.7) 89 (+3.2) 53 (£1.9)

quebracho

as standard

Using NA 39 (£1.4) 75 (+£2.8) 92 (+3.6)

extracts

from each

plant as

standard

ND, not detected; NA, not analysed.
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lower for the TRP diets than for C diet. Compared to C
diet, CP digestibility was lower for M diet, whereas no
difference was observed between C, L and G diets.
Whatever the diet component, there was no differ-
ence between animal genotypes in DM, OM or fibre
digestibility, and interactions between diets and
breeds were not significant for any parameter.

Nitrogen partition

Nitrogen intake was higher for the TRP diets than for
C diet (p < 0.05) (Table 3). Faecal N was higher in the
3 TRP diets than in C diet, and higher for M than for
G, but did not differ between G and L, and between L
and M (Tukey’s test). Average ratio between faecal N
and N intake was 39%, 33%, 39% and 47% for C, G,
L and M diets respectively. Considering the latter
ratio, no differences were recorded between ration,
except cassava which had a higher ratio than C and G
(Tukey’s test). Tannin-rich plants decreased the uri-
nary N output, but only G and L diets resulted in less
urinary N than C diet, without difference between G
and L diets (Tukey’s test). Average ratio between uri-
nary N and N intake was 47%, 28%, 28% and 21%
for C, G, L and M diets respectively. Considering the
latter ratio, no difference was recorded between the
tannin-rich plants while the latter led to lower values
than those observed with the hay (Tukey’s test). N
balance was higher for TRPs than C diet without dif-
ferences among G, L and M diets. Similar results were
observed with the ratio N balance/N intake (Tukey’s
test). The N intake, faecal N, urinary N output and
retained N were lower for Texel than for Blackbelly.
However, the N intake/LW, faecal N/ LW, urinary N
output/LW and retained N/ LW were similar for Texel
and Blackbelly.

Methane emission

Although daily CH,; (g/day) emission per ram was
similar between diets (Table 4), when expressed per
DMI or OMI (g/kg) CH, emission was reduced with
G, L and M compared to the C diet. L and M had
the lowest emissions and were also lower than for
diet G (Tukey’s test). Methane emission expressed as
g/kg DDMI or g/kg DOMI was also reduced with L
and M; emission did not differ among these later 2
diets (Tukey’s test). Daily CH, emission per ram was
not different between animal breeds, but when
expressed relative to DMI, OMI, DDMI or DOMI,
CH4; was lower (p < 0.05) for Blackbelly than for
Texel. No interaction between diet and breed was
observed.
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Table 2 Effect of tropical tannin-rich plants on intake and total tract digestibility in Texel and Blackbelly sheep

Diet Breed p value
Attributes C G L M BB T SEM Diet Breed Interaction
Feed intake
Dry matter g/kg BW 16.4 22.6* 25.2* 28.6* 24.7 21.7 1.86 0.001 0.042 0.464
Organic matter g/kg BW 10.7 13.6* 15.5b* 17.5% 15.4 13.2 1.32 0.003 0.032 0.335
Dry matter g /d 741.6 1069.1* 1146.3* 1291.2* 1250.1 874.0 88.2 0.001 0.001 0.245
Organic matter g/d 685.6 984.1* 1053.7* 1185.7* 1150.1 804.1 81.3 0.001 0.001 0.245
Neutral detergent fibre g/d 566.7 650.1 683.3 797.6* 798.9 550.1 60.5 0.007 0.001 0.324
Acid detergent fibre g/d 298.3 377.2* 384.2* 487.1%* 456.8 316.6 32.7 0.001 0.001 0.215
Crude protein g/d 80.2 184.1* 204.8* 196.0% 193.7 138.8 13.7 0.001 0.001 0.234
Total tract digestibility (%)
Dry matter 69.9 62.8 65.3 64.7 66.4 64.9 3.29 0.197 0.656 0.889
Organic matter 71.2 65.1 66.6 65.8 67.9 66.5 3.13 0.224 0.678 0.889
Neutral detergent fibre 76.2 64.3*% 66.9* 66.8* 69.3 67.7 3.34 0.012 0.633 0.775
Acid detergent fibre 74.6 57.1 59.9 59.7 63.9 61.7 3.96 0.224 0.678 0.660
Crude protein 62.4 66.9 59.9 51.7*% 61.6 58.8 4.22 0.018 0.540 0.707
Body weight 451 471 45.6 44.8 51.1 40.2 1.45 0.556 0.001 0.788

C, control hay; G, diet containing G. sepium; L, diet containing L. leucocephala; M, diet containing M. esculenta. BW, body weight; BB, Blackbelly; T,

Texel; d, day.

*Within a row indicates differences from control diet (p < 0.05; Dunnett’s test).

Table 3 Effect of tropical tannin-rich plants on nitrogen balance in Texel and Blackbelly sheep

Diet Breed p value
Attributes C G L M BB T SEM Diet Breed Interaction
N intake (g/d) 12.8 29.5% 32.8*% 31.4% 30.9 222 2.19 0.001 0.001 0.234
Faecal N/N intake 0.38 0.33 0.40 0.48* 0.38 0.41 0.034 0.017 0.533 0.714
Urinary N/N intake 0.50 0.30* 0.28* 0.20* 0.33 0.31 0.047 0.001 0.761 0.899
N balance/N intake 0.12 0.37* 0.32* 0.31* 0.29 0.27 0.047 0.005 0.788 0.874
N intake (g/kg LW) 0.28 0.63* 0.72* 0.70* 0.61 0.55 0.332 0.000 0.089 0.653
Faecal N (g/kg LW) 0.11 0.20*% 0.28* 0.33* 0.23 0.23 0.029 0.000 0.959 0.966
Urinary N (g/kg LW) 0.13 0.17* 0.20* 0.14 0.17 0.16 0.017 0.041 0.508 0.309
N balance (g/kg LW) 0.04 0.24* 0.23* 0.22* 0.21 0.16 0.029 0.000 0.183 0.769

C, control hay; G, diet containing G. sepium; L, diet containing L. leucocephala; M, diet containing M. esculenta. BB, Blackbelly; T, Texel; d, day.
*Within a row indicates differences from control diet (p < 0.05; Dunnett’s test).

Discussion

Chemical composition of tannin-rich plants

Tropical plants are known to contain significant
amounts of plant secondary metabolites like CT that
are able to suppress methanogenesis and decrease feed
intake and digestibility. Chemical composition of the
TRP used in this work was in the range of most pub-
lished data (Meale et al., 2012; Oduguwa et al., 2013;
Yadete, 2014). Generally, reported CT contents are
variable for a same plant; the CT contents of L. leuco-
cephala and G. sepium were higher in the present study
than in the work by Oduguwa et al., 2013;. In addi-
tion, CT content of M. esculenta was higher in this
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study than reported by Marie-Magdeleine et al.
(2010) for the same geographical area. A possible
explanation is that CT concentrations vary consider-
ably according to environmental conditions, vegeta-
tion conditions and physiological properties of plants
(Tiemann et al., 2010). Tannin-rich plants used in this
experiment can differ in the type of CT as illustrated
by differences in the ranking between L. leucocephala
and M. esculenta depending on the CT standard used
(quebracho vs. plant CT). Glyricidia sepium contained
less CT than the other two TRPs used in this experi-
ment. However, Bhatta et al. (2002)reported that G.
sepium contains more hydrolysable tannins than CT,
contrary to L. leucocephala.
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Table 4 Effect of tropical tannin-rich plants on methane production in Texel and Blackbelly sheep

Diet Breed p value
Attributes C G L M BB T SEM Diet Breed Interaction
CHy (g/d) 22.4 27.8 23.2 243 255 23.4 6.69 0.223 0.490 0.267
CH4 (g/kg DMI) 31.0 26.9*% 20.1* 19.8* 21.5 27.3 1.84 0.001 0.027 0.215
CH, (g/kg OMI) 33.6 29.2% 21.8% 21.5% 23.4 29.7 1.99 0.001 0.026 0.210
CHy (g/kg DDMI) 44.4 42.9 31.2* 31.4*% 32.8 422 2.71 0.002 0.026 0.089
CH, (g/kg DOMI) 471 449 33.3* 33.5* 34.7 447 2.84 0.002 0.027 0.081

C, control hay; G, diet containing G. sepium; L, diet containing L. leucocephala; M, diet containing M. esculenta. BB, Blackbelly; T, Texel; DMI, dry
matter intake; OMI, organic matter intake; DDMI, digestible dry matter intake; DOMI, digestible organic matter intake; d, day.
*Within a row indicates differences from control diet (p < 0.05; Dunnett’s test).

Effects of tannin-rich plants on feed intake,
digestibility and nitrogen balance

The effect of TRP inclusion of in the diets cannot be
equated to that of the contribution of tannins. The
TRP changes the composition of the diet because of its
very different chemical composition relative to that of
the hay wused. Accordingly, variations intake,
digestibility and nitrogen balance of mixed rations are
partially related to TRP and/or its interaction with
hay. Diets containing CT are often associated to
decreases in voluntary feed intake. This effect has
been attributed to a deficiency in degradable protein
reaching the rumen for an adequate microbial growth
(Waghorn, 2008) and also to a reduction in palatabil-
ity (Landau et al., 2000). Our results differ from pub-
lished data that often describe a reduction or no effect
on intake of CT (Bhatta et al., 2002; Animut et al.,
2008b). In our case, DM intake increased with
increasing CT content. The differences between
authors are probably partly explained by CT concen-
tration. CT concentrations >50 g/kg DM in diets may
negatively affect feed intake, whereas lower concen-
trations of CT have no influence on intake by rumi-
nants (Patra and Saxena, 2011). At moderate level,
the CT shift in the site of N metabolism from rumen to
the lower digestive tract and large intestine (Patra and
Saxena, 2011). The apparent digestion of soluble car-
bohydrates appears to be unaffected by tannins.
Depressive effect of CT on organic matter and fibre
total tract digestibility may be found at concentration
lower than 50 g/kg DM (Patra and Saxena, 2011). The
decrease of digestion in turn could reduce intake. In
addition to the concentration, the activity of CT varies
with it structure (Waghorn, 2008). The 3 TRP tested
in the present study were given in pellet form, which
may have masked their astringency and thus
enhanced intake. In addition, the pelleting of forages
increases their intake (Minson and Milford, 1968).
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These last authors reported that pelleting increased
the mean voluntary intake by sheep 47 per cent for
dry matter with only minor differences in response to
pelleting mature and young grass. The effect of pellet-
ing on intake is partly explained by a change in the
digestive dynamics including a reduction in the resi-
dence time of the particles in the rumen (Faichney
et al., 2004).

The addition of TRP had no effect on the digestibil-
ity of all investigated feed fractions except for that of
NDF and CP. In the literature, similar amount of CT
did not change (Hariadi and Santoso, 2010) or
decreased feed digestibility (Carulla et al., 2005; Ani-
mut et al., 2008a; Grainger et al., 2009). Lower NDF
digestibility can be explained by four factors: (i) the
high level of lignin in tested TRP; (ii) a probable
increase of passage rate of particle in rumen linked to
pelleting of TRPs; (iii) CT may depress fibre digestion
by complexing with lignocellulose thus preventing
microbial digestion; and (iv) CT can directly inhibit
cellulolytic bacteria, activity of fibrolytic enzymes or
both, which may adversely affect fibre degradation. In
the present study, we cannot conclude concerning a
direct inhibition of cellulolytic bacteria as concentra-
tion of three of them (Ruminococcus albus, Ruminicoccus
flavefaciens, Fibrobacter succinogenes) was not affected,
but microbial activity is not only related to the con-
centration of bacteria (Rira et al., 2015).

In the present study, M diet resulted in decreased
protein digestibility compared to other diets. The gen-
eral effect of tannins on protein digestion in the
rumen is the formation of a tannin-protein complex
preventing protein to be degraded by rumen microbes
(Mueller-Harvey, 2006). A decrease in protein appar-
ent digestibility when CT are consumed may be due to
(i) a decrease of the amounts of protein digested in the
rumen and increase of the amounts of protein avail-
able for digestion in the small intestine and/or (ii) a
lower intestinal digestibility when the tannin-protein
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complex is not completely broken down in the abo-
masum (Mueller-Harvey, 2006). However, the action
of CT is not homogeneous and could partly depend on
their structural diversity (procyanidin/prodelphinidin
ratio for example) (Mueller-Harvey, 2006). The
decrease in protein apparent digestibility may have
happened for M diet, due to tannin specificity of M. es-
culenta (Marie Magdeleine unpublished data) and/or
and a larger cell wall lignification. Perez-Maldonado
and Norton (1996) also showed that faecal N
increased by 14% when sheep and goats were fed
tropical TRP. In the same way, Carulla et al. (2005)
and Dschaak et al. (2011) suggest a shift in N excre-
tion resulting in less urinary and more faecal N when
diet was supplemented with CT extract. In our experi-
ment, although urinary N daily output increased for G
and L diets, urinary N as a percentage of N intake
decreased from 47% for C diet down to 21-28% for
TRP diets. Our results showed that nitrogen balance
was positive with TRP addition, and this effect was not
related to CT concentration. It can be noted that Widi-
awati et al. (2013) also reported a positive N balance
for L. Leucocephala and G. sepium compared to a grass
diet.

Antimethanogenic potential of the tested TRP

As indicated previously, compared to fresh foliage
consumed without technological processing, pelleting
of TRPs has probably changed their digestion with a
reduction in retention time in the rumen. These con-
ditions are favourable to the reduction of methane
emissions independently of their chemical composi-
tion, their tannin content. Tannin-rich plants were
used in numerous in vivo and in vitro studies on CHy
mitigation, especially L. leucocephala and to a lesser
degree G. sepium (Soliva et al., 2008;., Jayanegara
et al., 2012; Soltan et al., 2012;., Soltan et al., 2013).
In contrast, the antimethanogen property of Manihot
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esculenta on animals was not reported before. Our
results were consistent with most published data,
among others Rira et al. (2015) with the same TRP
assayed in vitro. Soltan et al. (2013) showed that
L. leucocephala inhibited CH,4 emission both in vitro and
in vivo. Factors responsible for effects of CT on ruminal
CH,4 emission per kg DM are very diverse: decreased
fibre digestion, decreased number of cellulolytic bacte-
ria and methanogens (McSweeney et al., 2001), and/
or impaired substrate adhesion by fibrolytic microbes
(Bento et al., 2005).

In the present study, reduction of CH, emission was
probably partly the result of the decrease in ruminal
fibre digestion due to the formation of CT-cellulose
complexes that are resistant to enzymatic digestion
(Silanikove et al., 1996). This is suggested by the
absence of significant effect on rumen acetate-to-pro-
pionate ratio, cellulolytic bacteria and methanogens
reported by Rira et al. (2015). Nevertheless, the over-
all linear relationship between CH, emission per kg
DM and methanogens population is significant
(p = 0.03, Fig. 1) although the highest variation in

40
O * © 0
=) L O
E NG b ! (] 4
< s A? O Control
= ontro
&0 20 Ao -
2 ¢ B L. leucocephala
s *
= A G. sepium
ﬁ 0| W o
& M. esculenta
0
0 1E+10 2E+10

Archaea (copies/ng DNA)

Fig. 1 Relationship between methane emission and archaea
population.

(a) s0 i (b) soi
—~
— o
S 40 i = 401 i
o =}
® 204 % 304
g 30 ’ ’ %‘) 30 ’ '
Y =)
S— N
2 20 ! g 20 !
Fig. 2 Relationship between methane -g ¢ Texel g ¢ Texel
emission and condensed tannins content in é’ 10 é’ 104
Texel and Blackbelly sheep using internal 1 BB 1BB
standard (b) or Quebracho (a). Internal standard 0 0 T T T T 1
0 10 30 40 50 0 10 20 30 40 50

means that standard used for condensed
tannins determination in a plant was made of
tannins extracted from the plant.

Condensed tannins (g/kg)
Quebracho standard

Condensed tannins (g/kg)
internal standard

Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition 100 (2016) 1149-1158 © 2015 Blackwell Verlag GmbH 1155

85



Potential of tannin-rich plants to reduce enteric methane

archaea concentration was observed within the con-
trol diet, without any differences in methane emis-
sion.

Reducing the emission of methane with TRP could
also be explained by the increase of intake and accord-
ingly a reduction of transit time (Johnson and John-
son, 1995). In addition, Bonsi et al. (1994) noted that
supplementation with L. leucocephala leaves increased
particulate passage rate when added to straw. This
may have occurred in our experiment where the leaf
part of TRP was given to animals, although C hay has
a higher passage rate than straw, but it is likely that
the distribution as pellets after grinding resulted in a
more rapid passage of particles out of the rumen and
thus in higher intake (Minson and Milford, 1968;
Owens and Goetsch, 1986). The differences between
TRPs on methane emission reduction could be partly
explained by their type of tannins (CT vs. HT). Both
CT and HT have an antimethanogenic activity
(Jayanegara et al., 2011). However, there is an appar-
ent lower magnitude in antimethanogenic effect with
HT, compared to CT (Jayanegara et al., 2011).

Rira et al. (2015) also indicate a linear relationship
between CT content and CH, reduction in vitro. This
tendency is confirmed in vivo as CH, reduction
induced by CT contained in G diet was weaker than
for L and M diets (Fig. 2). This latter TRP shows a
strong effect on CH, emission. It is also necessary to
indicate that CT effects should be considered not only
by the amount present but also by the size and weight
of molecules (Patra and Saxena, 2009; Huang et al.,
2010), the number of linkage sites (Mueller-Harvey,
2006) and interaction with other compounds (fibre,
proteins and other secondary metabolites). Indeed,
the expression of CT by two different standards
(Fig. 2) results in a variation in diet ranking for CH,
emission between L and M; that is, why it is necessary
to remain careful in interpretation on CT contents of
plants.

Methane emission per kg DM intake was higher for
Texel than Blackbelly. This can be partially explained
by a lower DM intake for Texel than for Blackbelly.
Johnson and Johnson (1995) reported that as feed
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intake increases, the energy lost as CH4 decreases by
approximately 1.6% per each level of intake above
maintenance. Increasing feed intake is usually associ-
ated with increasing fractional passage rate and a
decrease of digestibility (Hristov et al.,, 2013).
Although breed variation is considered a minor factor
in CH, emissions (Fraser et al., 2014), the difference
between Texel and Blackbelly could be due to a better
adaptation of Blackbelly to tropical plants reflected by
a higher intake. The effect of the contribution of CT
on CH4 emission in this essay can be related on one
hand to the direct effect of CT, and on the other hand
to high levels of ingestion, what is not the case in
other reported essays.

Conclusion

An increase in intake was observed with animals con-
suming TRPs. This result is likely related: (i) change of
chemical composition of diets after additions of TRP;
(ii) the mode of administration of TRPs as pellets
which can be a new method of TRP supply. Con-
densed tannins contained in TRPs had minor negative
effects on overall animal digestion. In contrast, a sig-
nificant decrease in methane emission is observed
when the animals consumed these TRPs, M and L
leaves in particular. Before field application, it is nec-
essary to confirm the efficacy of TRPs as pellets to
reduce the emission of methane and feed the animals.
Moreover, further studies should be conducted with
pelleted vs. un-pelleted TRPs to differentiate and
understanding whether the effect pelleted TRPs comes
from CT or the physical presentation.
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ABSTRACT: The objective of this work was to
study nutritional strategies for decreasing methane
production by ruminants fed tropical diets, com-
bining in vitro and in vivo methods. The in vitro
approach was used to evaluate the dose effect of con-
densed tannins (CT) contained in leaves of Gliricidia
sepium, Leucaena leucocephala, and Manihot escu-
lenta (39, 75, and 92 g CT/kg DM, respectively) on
methane production and ruminal fermentation char-
acteristics. Tannin-rich plants (TRP) were incubated
for 24 h alone or mixed with a natural grassland hay
based on Dichanthium spp. (control plant), so that
proportions of TRP were 0, 0.25, 0.5, 0.75, and 1.0.
Methane production, VFA concentration, and fer-
mented OM decreased with increased proportions of
TRP. Numerical differences on methane production
and VFA concentration among TRP sources may be
due to differences in their CT content, with greater
effects for L. leucocephala and M. esculenta than
for G. sepium. Independently of TRP, the response
to increasing doses of CT was linear for methane

production but quadratic for VFA concentration. As
aresult, at moderate tannin dose, methane decreased
more than VFA. The in vivo trial was conducted to
investigate the effect of TRP on different ruminal
microbial populations. To this end, 8 rumen-cannu-
lated sheep from 2 breeds (Texel and Blackbelly)
were used in two 4 x 4 Latin square designs. Diets
were fed ad libitum and were composed of the same
feeds used for the in vitro trial: control plant alone
or combined with pellets made from TRP leaves at
44% of the diet DM. Compared to TRP, concentra-
tion of Ruminococcus flavefaciens was greater for
the control diet and concentration of Ruminococcus
albus was least for the control diet. The methanogen
population was greater for Texel than for Blackbelly.
By contrast, TRP-containing diets did not affect pro-
tozoa or Fibrobacter succinogenes numbers. Hence,
TRP showed potential for mitigating methane pro-
duction by ruminants. These findings suggest that
TRP fed as pellets could be used to decrease meth-
ane production.

Key words: methane, rumen microbial ecosystem, ruminal fermentation, sheep, tannin-rich plants, tropics
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INTRODUCTION

It has been estimated that enteric methane (CH,)
accounts for 39% of greenhouse gas emissions by
livestock supply chains (Gerber et al., 2013). In ru-
minants, CH, originates mainly from enteric fermen-
tation. Research on mitigating CH, emissions from
ruminants has received much attention, especially
during the last decade (Martin et al., 2010). Some
plant secondary compounds, in particular tannins,
show potential for decreasing enteric CH, emissions

90



Tannin-rich plants and rumen digestion

from ruminants (Jayanegara et al., 2012). Ruminants
fed tropical forages containing tannins generally pro-
duce less CH, than when fed forages without tannins
(Archiméde et al., 2011). However, tannins are a di-
verse group of compounds, and information on the ef-
ficacy of different tannins contained in plants and their
appropriate dose is still fragmentary.

The objectives of the present study were to inves-
tigate the effect of including, in a forage diet, 3 tropi-
cal tannin-rich plants (TRP) available in numerous
countries in large amounts—Leucaena leucocephala,
Gliricidia sepium, and Manihot esculenta—on enter-
ic CH, production and to evaluate their influence on
amount of methanogens, protozoa, and total and main
cellulolytic bacteria. For this purpose, 2 experiments
were performed: an in vitro trial to evaluate the dose—
response effect of these 3 plants on ruminal fermenta-
tion and CH, production and an in vivo trial to evalu-
ate the effect of including these 3 plants as pellets in a
forage diet, based on natural grassland hay, on ruminal
fermentation and microbial populations. Replacing part
of the diet by TRP in a pelleted form has not been in-
vestigated before for its effects on CH, production by
ruminants, even though it may offer a valuable way to
make practical use of TRP on a large scale.

MATERIALS AND METHODS

The in vivo study was performed in the French
West Indies (Guadeloupe; 16.16 N, 61.30 W; 3,000
mm annual rainfall and temperatures range of between
21 and 25°C during the rainy season and 27 and 31°C
during the dry season). The experiment took place dur-
ing the rainy season from June to September 2012. The
in vitro trial and the microbial ecosystem analyses of
the in vivo trial were performed in France (metropoli-
tan). These animals were treated in accordance with the
guidelines and regulations for animal experimentation
of the French Ministry of Agriculture and other appli-
cable international guidelines for animal experimenta-
tion (Canadian Council on Animal Care, 1993).

Plant Origin and Chemical Characterization

Three TRP, L. leucocephala, G. sepium, and M.
esculenta, were studied. Each resource was a mixture
coming from collections on multiple sites placed on
diversified clay soils (deep ferralitic soils, allophane
and halloysite soils, and vertisols). The soils were not
fertilized. Leucaena leucocephala and G. sepium came
from 9- to 12-mo-old fallow farmland and M. esculenta
was collected from 12-mo-old plantations. The younger
branches (stems and leaves), less than 6 mo old, of L.
leucocephala, G. sepium, and M. esculenta were har-
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vested and then sun dried for 2 d. The leaves with pet-
ioles were isolated from the stem, ground (through a
3-mm screen), and and granulated with a GR150E sys-
tem (Oliotechnology, Burgun, Wissembourg, France).
The average size of the pellets was 12 mm long by
3 mm in diameter.

The forage used as control (Ctl) was hay from
a 75-d regrowth of natural grassland based on
Dichanthium spp. grown with irrigation and mineral
fertilization (100 kg of mineral nitrogen-ha~!-yr~1) in
Grande-Terre, Northeast Guadeloupe. Before feed-
ing to animals, hay was coarsely chopped with a bio-
mass chopper (Honda 8 HP overhead valve engine,
Torrance, CA), resulting in a wide particle size range
of approximately 20 to 50 mm in length.

All plant material that was analyzed was ground to
pass through a 1-mm sieve and stored at 4°C for analy-
sis according to the Association of Official Analytical
Chemists (1990). Organic matter was determined
by ashing at 550°C for 6 h (Association of Official
Analytical Chemists [AOAC] method number 923.03).
Crude protein was determined by the Dumas method
(CP; N x 6.25; AOAC method number 992.15). Cell
wall components (NDF and ADF) were determined
with residual ash (AOAC methods number 200.04
and 973.18). Condensed tannins (CT) were extracted
in an ultrasonic bath with a 70% (vol/vol) aqueous
acetone solution (Giner-Chavez et al., 1997) and iso-
lated with Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich, St-Louis,
MO). Condensed tannin content was determined us-
ing the vanillin-H,SO, method according to Laurent
(1975). A70% (vol/vol) H,SO, solution containing 1%
vanillin (wt/vol) was added to the methanolic extract
of the plant, and absorbance was measured at 500 nm.
Concentrations were determined using as standard 1)
a commercial tannin extract (quebracho) for all plants
to rank plants according to tannin concentration and 2)
individual extracts of each plant for a more accurate
determination of tannin concentration. An individual
calibration curve was prepared from CT extracted from
each plant, so that the tannin concentration of each plant
was determined using its own standard.

In Vitro Experiment

Incubation Procedure. The donor animals were 3
wethers of the Texel breed fitted with a ruminal cannula
and weighing 61.5 £ 1.5 kg. They were fed 900 g daily
of a hay diet (natural grassland based on Dichanthium
spp. and grown in Guadeloupe) divided into equal
amounts at 0700 and 1900 h and were adapted to this
hay for 3 wk before the beginning of incubations.

Three series of 24-h incubations were performed and
initiated at 3-d intervals. For each series, a homogenous
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500-g sample of ruminal contents was obtained from
each animal before morning feeding. Contents were
strained through polyester cloth (250-um mesh aperture).
The liquid phase from the 3 wethers was pooled in equal
amounts and sent to the laboratory within 15 min after
rumen sampling. Incubations were performed in 100-mL
vials. Each incubation series comprised a blank without
substrate and 13 vials containing 400 mg of substrate.
Substrates were the Ctl, L. leucocephala, G. sepium,
M. esculenta, and mixtures of the Ctl and each of the
3 TRP in ratios of 25:75, 50:50, and 75:25. Incubations
were performed according to a procedure derived from
Goering and Van Soest (1970) using 25 mL of buffer and
15 mL of strained rumen fluid. At the end of incubations,
gas production was measured using a pressure transduc-
er, and samples of gas (5 mL) were taken for analysis.
Fermentor content was weighed and then centrifuged
at 5,000 x g for 10 min at 4°C. For VFA determination,
0.8 mL of filtrate was mixed with 0.5 mL of 4 mg/mL
crotonic acid and 20 mg/mL metaphosphoric acid in 0.5
M HCI and frozen at —20°C until analysis. Ruminal lig-
uid filtrate was sampled for VFA analysis as described by
Morgavi et al. (2013). For ruminal ammonia (N-NH;), 1
mL of supernatant was added to 0.1 mL of H3PO4 5%
(vol/vol) and frozen at —20°C until analysis.

Chemical Analyses and Calculations.

Gas composition was determined by gas lig-
uid chromatography (Micro GC 3000A; Agilent
Technologies, Les Ulis, France) within 2 h after sam-
pling. Individual gas standards were used for calibra-
tion. Volatile fatty acids were analyzed by gas chroma-
tography using crotonic acid as the internal standard on
a CP 9002 Gas Chromatograph (CP 9002; Chrompack,
Middelburg, Germany) using a wall-coated open-tu-
bular fused silica column (0.25 mm i.d. by 25 m) coat-
ed with CP-wax 58 FFAP CB (Morgavi et al., 2013).
Ruminal ammonia was determined colorimetrically
using the automated phenol-hypochlorite method of
Weatherburn (1967). Fermented OM (FOM; %) was
calculated from VFA production according to a stoi-
chiometric equation (Demeyer and Van Nevel, 1975):

FOM =162 (0.5 acetate+0.5 propionate + butyrate
+ valerate) X 40/OM introduced in the fermentor,

in which VFA are expressed in moles and 40 is the
volume of liquid, in milliliters, in the fermentor.
Statistical Analyses. In a first step, an ANOVA that
included effects of TRP source (L. leucocephala, G. se-
pium, or M. esculenta) and proportion of TRP (0, 25, 50,
75, or 100% of the mixture of Ctl hay and TRP source in
the substrate) was performed. The values of the 3 runs
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were averaged before being used for each TRP source
and proportion. The GLM procedure of SAS (SAS Inst.
Inc., Cary, NC) was used. The model was

Y=+ Source; + Proportionj +e,

in which Y is the dependent variable, p is the over-
all mean, and e is the error, i being the nature of the
source (3 levels: L. leucocephala, G. sepium and M.
esculenta) and j being the 5 levels of proportion: 0, 25,
50, 75 and 100% of the mixture of Ctl hay and TRP
source in the substrate. Statistical differences were de-
clared significant at P < 0.05.

In a second step, VFA and CH, production for all
TRP and proportions were related to CT content of in-
cubated substrates, determined either using quebracho
extract or extracts from each TRP as standard. A cova-
riance analysis was performed according to the model

Y=p+Source;+aTannins +b,Tannins X Source; +e,

in which Y is the dependent variable, Tannins is the con-
centration in CT, Tannins X Source is the interaction
between tannin concentration and the source of TRP (L.
leucocephala, G. sepium, or M. esculenta), p is the over-
all mean, and e the error, a and b being the coefficients of
the model, and i being the nature of the source (3 levels:
L. leucocephala, G. sepium and M. esculenta). Statistical
differences were declared significant at P < 0.05. Then,
polynomial regressions were tested using the GLM pro-
cedure of SAS between VFA concentration and CH, as
dependent variables and tannin concentration as inde-
pendent variable according to the model Y = a + hTan-
nins + ¢Tannins? + e, a, b and c being the coefficients
of the equation. To provide more accurate estimates, the
nonsignificant term was removed from the model.
Animals and Experimental Design. The research
was performed during the rainy season at the experi-
mental animal station of the INRA of the French West
Indies (Petit-Bourg, Guadeloupe). Two sheep breeds
were used, Texel (n = 4) of temperate origin and
Blackbelly (n = 4) of tropical origin, in two 4 x 4 Latin
square designs, with 1 square per breed. Sheep were
2-yr-old rams. Their BW was 41.2 + 3.9 kg for Texel
and 51.2 + 3.7 kg for Blackbelly sheep. Each was fitted
with a ruminal cannula. Diets consisted of the same Ctl
forage as in the in vitro study or in association with 3
treatments in which L. leucocephala, G. sepium, or M.
esculenta were given as pellets at an average of 44% of
the daily ration. Rams were adapted to each treatment
for 21 d before ruminal sample collection and fed twice
daily at 0700 and 1900 h. Animals had ad libitum ac-
cess to forage. Rams were housed in a semiopen barn
and had free access to water and salt block at all times.
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Table 1. Oligonucleotides used as primers for PCR-denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and quanti-

tative PCR (qPCR) analysis

Oligonucleotides Oligonucleotide sequences

Target Amplicon length, bp Use in Primer references

534R- 5"-ATT ACC GCG GCT GCT GG rrs bacteria 193 PCR-DGGE Muyzer et al., 1993
341f-GC 5'-(GC)-CC TAC GGG AGG CAG CAG
mcrAr 5-TTC ATT GCR TAG TTW GGR TAG TT mcr4 methanogens 460-490 PCR-DGGE Luton et al., 2002
merAf-GC 5'-(GC)-GGT GGT GTM GGA TTC ACA

CAR TAY GCW ACA GC
qmerA-R 5'-GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC mcrA methanogens 140 qPCR Denman et al., 2007
qmerA-F 5"-TTCGGTGGATCDCARAGRGC
799R2 5'-AACAGGATTAGATACCCTG rrs bacteria 280 qPCR Edwards et al., 2007
520F 5'-AGCAGCCGCGGTAAT
FS586-f 5'-GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA rrs Fibrobacter 121 qPCR Denman and
FS706-r 5'-CGCCTGCCCCTGAACTATC succinogenes McSweeney, 2006
RF96-f 5'-CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGG  rss Ruminococcus 132 qPCR Denman and
RF220-r 5-CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC Sflavefaciens McSweeney, 2006
RAI1281f 5'-CCC TAAAAG CAG TCT TAG TTC G rrs Ruminococcus 175 qPCR Koike and Kobayashi,
RA1439r 5'-CCT CCT TGC GGT TAG AAC A albus 2001

Ruminal Sampling. Ruminal content (approxi-
mately 200 g) samples were collected just before and
3 h after the morning meal and strained through poly-
ester monofilament fabric (250-pm mesh aperture) to
separate the liquid phase. The pH was immediately
measured using a portable pH meter (CG837 Ag/AgCl
electrode; Schott Gerate, Mainz, Germany). For VFA,
ruminal fluid filtrate was collected and analysis was
performed according to the above method.

For molecular analysis, approximately 30 g of ru-
minal content was diluted with 15 mL of ice-cold PBS
(pH 6.8) and homogenized using a Polytron grinding
mill (Kinematica GmbH, Steinhothalde, Switzerland)
for three 1-min cycles with 1-min intervals on ice.
Approximately 0.5 g was transferred into 2-mL tubes
and immediately stored at —80°C for DNA extrac-
tion. Three milliliters of ruminal fluid was added to
3 mL of methyl green formalin saline (MFS) solution
(35 mL/L formaldehyde, 0.14 mM NaCl, and 0.92 mM
methyl green) and stored in the dark at room tempera-
ture until protozoa were counted.

Deoxyribonucleic Acid Extraction and PCR-
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis. Total DNA
was extracted from approximately 200 mg of frozen
ruminal sample using the QIAamp DNA purification
kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the proto-
col of Yu and Morrison (2004). The DNA concentration
and quality were checked by the A260 and A280 absor-
bance ratio in a NanoQuant Plate on a spectrophotometer
(Infinity; Tecan, Ménnedorf, Switzerland). The extracted
DNA was diluted to 10 ng/uL and used as a template for
PCR to amplify the 7:s gene of total bacteria and the mcr4
gene for methanogens group. The primers used are listed
in Table 1. When PCR products were used for denatur-
ing gradient gel electrophoresis (DGGE), forward prim-
ers included a guanine-cytosine clamp (approximately

40 nucleotides). All PCR reactions were performed in a
T100 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Marnes-
la-Coquette, France) using the conditions described by
Sadet et al. (2007) and Popova et al. (2011). Polymerase
chain reaction products were analyzed by electrophore-
sis on 2% agarose gel (wt/vol) to check their size and
estimate their concentration using a Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA).

For DGGE analysis, the amount of PCR product
loaded on gels was adjusted to 100 ng for both bacte-
rial 77s and methanogen mcr4 genes. Gels had a 6 to
8 (wt/vol) polyacrylamide gradient and a denaturant
gradient of 30 to 55% for rrs and 10 to 30% for mcrA.
Electrophoresis was performed in 0.5x Tris - Acetic acid
- EDTA buffer (TAE buffer 1x, 40 mM Tris base, 40 mM
glacial acetic acid, and 1 mM EDTA) at 200 V and 60°C
for 5 h. Gels were silver stained using a commercial kit
(Bio-Rad Laboratories) and analyzed using GelCompar
I (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).

Quantitative PCR. The quantitative PCR (qPCR)
for total bacteria (rrs gene) and methanogens (mcrA
gene) was accomplished according to Morgavi et al.
(2013). The slope and efficiency for rrs and mcrA prim-
ers were —3.45 and 95.59% and —3.43 and 95.09%, re-
spectively, with R2>0.99 in both cases. The cellulolyt-
ic bacteria Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
flavefaciens, and Ruminococcus albus were quanti-
fied with primers targeting the rrs gene (Koike and
Kobayashi, 2001; Denman and McSweeney, 2006).
The slope and efficiency for each primer pair was, re-
spectively, —3.19 and 105.8%, —3.52 and 92.3%, and
—3.54 and 91.5%. The qPCR efficiency with DNA
samples was found to be similar to that obtained with
the standard curves. For each ruminal content sample,
results were expressed as the mean of 3 replicates in
rrs or mcrA copies per gram of ruminal content.
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Protozoa Counting. Ruminal fluid/MFS solu-
tions were diluted in an equal volume of PBS before
protozoa enumeration under a microscope (400x) in a
Neubauer chamber (Dutscher, Brumath, France).

Statistical Analysis. Statistical analyses were per-
formed using the mixed procedure of SAS with treat-
ment, breed, treatment x breed interaction, and period
as fixed effects and animal within breed as random ef-
fect according to the model

Y= p + treatment; + breedj + treatment X
breedij + period;, + e.

i being the nature of treatment (4 levels: control, L.
leucocephala, G. sepium and M. esculenta), j being
the animal breed (2 levels, Texel and Blackbelly) and
k being the period number (4 levels from 1 to 4)
Orthogonal contrasts were also determined, first
between the Ctl diet vs. all TRP (G. sepium, L. leuco-
cephala, and M. esculenta; contrast C1) and second be-
tween the Ctl diet and L. leucocephala and M. esculenta
(contrast C2); this latter contrast was calculated because
the tannin content of G. sepium is much less than that
of L. leucocephala and M. esculenta. For total VFA and
N-NHj; concentrations, an additional analysis was made
using DMI and digestible OM as covariate. Statistical
differences were declared significant at P < 0.05.

RESULTS

Chemical Composition

The nutrient composition and tannin content of

TRP are shown in Table 2. All the TRP had greater
CP content than the Ctl, with the most CP in L. leu-
cocephala and G. sepium. By contrast, NDF and ADF
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Table 2. Chemical composition in grams per kilogram
DM of control and tannin-rich plants!

Item Ctl LI Gs Me
oM 924 913 915 910
CpP 108 266 262 208
NDF 764 387 387 430
ADF 402 252 283 345
Condensed tannins

NAZ 75 39 92
ND? 89 18 53

Using extracts from each plant as standard
Using quebracho as standard

1Ctl = control (natural grassland hay); LI = Leucaena leucocephala;
Gs = Gliricidia sepium; Me = Manihot esculenta.

2NA = not analyzed; ND = not detected.

contents were less in TRP than in the Ctl. Condensed
tannin content of the tested forages ranged from 39 to
92 g/kg DM with standards extracted from each plant
and 18 to 89 g equivalent quebracho/kg DM; L. leuco-
cephala and M. esculenta leaves had greater CT con-
centration than G. sepium leaves.

In Vitro Experiment

Differences in ruminal fermentation among treat-
ments were monitored through the production of total
gas and CH,, VFA concentration, OM degradation, and
N-NH; content (Table 3). Gas and CH, production at
24 h decreased significantly with TRP proportion (P =
0.03 and P = 0.02, respectively) but did not signifi-
cantly depend on TRP source (P =0.07 and P = 0.08,
respectively). When the statistical model included
CT concentration as covariate, there was no effect of
TRP source for any parameter and the interaction be-
tween TRP source and CT was not significant. Figure 1
shows the regression between CH, for all TRP with
standards extracted from each plant or with quebracho

Table 3. Ruminal fermentation characteristics of 24-h in vitro incubations of tannin-rich plants (TRP)!

Ctl Ll Gs Me P2

Percent of TRP 0 25 50 75 100 25 50 75 100 25 50 75 100 SEM Source Prop.
Gas, mL/24 h 662 600 59.1 563 545 653 641 60.7 064.6 659 569 53.0 482 3.68 0.07 0.03
CHy, mL/24 h 18.1 157 154 132 124 16.8 167 156 173 172 147 138 125 1.28 0.08 0.02
Total VFA, mM 59.8 592 524 508 482 609 584 570 528 61.5 549 474 329 475 0.16 0.02
VFA, mol/100 mol

Acetate 664 663 614 622 61.6 65.1 617 636 0625 643 673 664 638 1.72 0.18 0.16

Propionate 204 203 212 208 20.1 20.7 21.0 20.0 20.1 202 179 172 164 1.04 0.02 0.34

Butyrate 64 6.2 7.3 7.3 7.8 6.7 7.5 6.8 7.0 7.3 7.3 74 83 0.37 0.20 0.02

Branched-chain VFA 4.0 4.2 6.2 5.8 6.1 4.4 6.0 59 6.2 50 47 53 6.7 050 0.88 0.003

Valerate 26 28 3.7 3.7 4.2 2.9 3.6 35 3.8 30 27 34 44 033 0.69 0.004
Acetate:propionate 33 33 2.9 3.0 3.0 32 3.0 32 3.1 32 38 40 40 0.28 0.03 0.86
N-NH;, mg/L 169 195 209 196 214 20.8 216 232 217 23.1 185 220 209 1.39 043 0.02
FOM,3 % 50.6 492 437 424 407 512 49.1 483 447 515 462 404 283 3.84 0.14 0.02

1Ctl = control (natural grassland hay); L1 = Leucaena leucocephala; Gs = Gliricidia sepium; Me = Manihot esculenta.
2Probability of the effect of source of TRP (Source) and proportion of TRP (Prop.) in the fermented substrate.

3FOM = fermented OM.

Erratum: In table 3, gas and methane are expressed in mL/g DM instead of mL/24 h.
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Figure 1. Correlation between methane production and VFA concentration and amount of condensed tannins in vitro. Condensed tannins were estimated us-
ing internal standards obtained from each tannin-rich plant (a and c¢) and using quebracho tannins as standard (b and d). All regressions are significant (P < 0.0001).

standard; both linear regressions are highly significant
(P < 0.0001; R? = 0.79 and R? = 0.75, respectively).
Quadratic terms of the regression were not significant.

Volatile fatty acid concentration, FOM, and N-NH;
significantly decreased with TRP (P = 0.02) but did
not significantly depend on TRP source (P =0.16, P =
0.14, and P = 0.43, respectively). Neither acetate or
propionate proportions nor acetate:propionate ratio
varied with TRP proportion (P=0.16, P=0.34, and P =
0.86, respectively) with CT dose. However, propio-
nate proportion and the acetate:propionate ratio varied
with TRP source (P = 0.02 and P = 0.03, respectively),
being lower and higher, respectively, for M. esculenta
than for G. sepium and L. leucocephala (comparison

of means; data not shown). Butyrate, branched-chain
VFA, and valerate proportions increased (P =0.02, P =
0.003, and P = 0.004, respectively) with TRP propor-
tion but did not vary with TRP source. When the sta-
tistical model included CT concentration as covariate,
there was no effect of TRP source for any parameter
and the interaction between TRP source and CT was
not significant. Figure 1 shows the regression between
VFA concentration and CT concentration for all TRP.
When CT were expressed with standards extracted
from each plant, the quadratic regression was signifi-
cant (P<0.0001, R2=0.92). When CT were expressed
with quebracho standards, the best fit was obtained by
linear regression (P = 0.01, R2 = 0.46).
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Table 4. Dry matter intake, total tract OM digestibility, and ruminal fermentation characteristics before and after
feeding in Texel and Blackbelly sheep fed control or tannin-rich diets!

Texel Blackbelly P-value?
Item Ctl LI Gs Me Ctl LI Gs Me SEM  Breed  Trt Cl C2
DML, kg/d 0.63 1.00 0.85 1.01 0.85 1.29 1.29 1.57  0.010 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
OM digestibility, % 71.3 66.2 65.0 63.7 71.2 66.9 65.3 68.0 399 0.68 022 005 0.08
Fermentation before feeding
pH 6.6 6.6 6.3 6.8 6.3 6.4 6.2 6.7 0.09 0.0 <0.001 054 0.06
Total VFA, mM 77.7 71.5 86.3 79.1 89.9 87.8 103.0 92.9 437 <0.001 0.02 037 0.77
VFA, mol/100 mol
Acetate 74.8 724 75.2 74.2 74.0 72.2 72.7 74.4 0.60 021 003 004 0.02
Propionate 15.7 16.7 16.4 16.0 17.2 16.7 17.8 15.8 0.55 0.09 015 080 0.72
Butyrate 7.8 8.6 6.1 7.8 7.4 9.2 7.7 8.2 0.44 034 <0.001 0.15 <0.01
Branched-chain VFA 0.6 0.8 0.9 0.7 0.5 0.6 0.6 0.6 0.09 0.10 006 001 030
Valerate 0.5 0.6 0.5 0.5 0.4 0.6 0.6 0.5 0.05 0.87 006 002 0.05
Acetate:propionate 4.7 43 4.6 4.7 43 43 4.1 4.7 0.15 012 0.11 052 0.84
N-NH;, mg/L 5.0 4.6 4.8 4.9 4.5 4.6 43 5.0 0.16 0.13  0.11 0.60 097
Fermentation 3 h after feeding
pH 6.6 6.3 6.2 6.6 6.4 6.3 6.3 6.6 0.08 0.59 <0.001 0.03 037
Total VFA, mM 75.3 108.2 103.2 101.9 80.9 103.9 110.8 107.6 635 0.54 <0.001 <0.001 <0.001
VFA, mol/100 mol
Acetate 74.6 70.4 73.3 70.4 73.0 70.8 71.4 71.6 0.81  0.57 <0.001 0.001 <0.001
Propionate 15.5 20.1 19.0 17.6 17.0 18.8 19.1 17.1 0.66 0.95 <0.001 0.001 <0.001
Butyrate 8.5 7.7 6.0 10.5 8.4 8.8 8.1 10.2 0.44  0.18 <0.001 0.75  0.02
Branched-chain VFA 0.4 0.4 0.5 0.3 0.5 0.3 0.3 0.3 0.08 041 009 051 023
Valerate 0.6 1.0 0.7 0.7 0.6 0.8 0.7 0.6 0.08 0.56 0.01 005 0.03
Acetate:propionate 4.8 3.5 3.9 4.0 43 3.8 3.8 42 0.18  0.81 <0.001 <0.001 <0.001
N-NH,, mg/L 7.2 7.2 7.2 43 4.8 3.6 4.0 6.0 1.50  0.09 095 062 059

1Ctl = control (natural grassland hay); Ll = Leucaena leucocephala; Gs = Gliricidia sepium; Me = Manihot esculenta.

2Treatment x breed interaction was nonsignificant for all variables. Trt = treatment. Tannin-rich diets consisted of 44% leaf pellets of tannin-rich

plants and 56% of the Ctl. C1 = Ctl vs. L1, Me, and Gs; C2 = Ctl vs. Ll and Me

In Vivo Experiment

Ruminal Fermentation Characteristics. Ruminal
fermentation characteristics of Texel and Blackbelly
sheep fed TRP are shown in Table 4. Ruminal pH was
greater (P = 0.01) for Texel than for Blackbelly be-
fore feeding but was not different 3 h after feeding (P =
0.59). Volatile fatty acid concentration was greater in
TRP diets than for the Ctl diet before and 3 h after
feeding (P = 0.02 and P < 0.001, respectively). When
DMI and digestible OM were included as covariates,
the effects of TRP on VFA concentration before and
after feeding were not modified: covariates were not
significant and treatment effect remained significant
(P = 0.02 before feeding for both covariates and P =
0.03 and P < 0.01 after feeding when DMI and di-
gestible OM were taken as covariates, respectively).
Before feeding, the percentage of propionate and the
acetate:propionate ratio did not vary among diets (P =
0.15 and P = 0.11, respectively), the percentage of ac-
etate decreased (P = 0.03), and the percentage of bu-
tyrate increased (P < 0.001) in TRP diets. By contrast,
the percentage of acetate and the acetate:propionate
ratio decreased after feeding (P < 0.001) whereas that

of propionate and butyrate increased (P < 0.001 and
P <0.01, respectively) with diets containing TRP. No
changes occurred in the percentage of branched-chain
VFA before or after feeding (P = 0.06 and P = 0.09,
respectively). Blackbelly sheep had greater total VFA
concentration before feeding than Texel sheep (P <
0.01) whereas no significant difference among breeds
was observed for other parameters before feeding and
for any parameter after feeding. When DMI and di-
gestible OM were included as covariates, the effect
was unchanged: covariates were not significant and
breed effect remained significant before feeding (P =
0.03 and P =0.02 for DMI and digestible OM, respec-
tively) and nonsignificant after feeding. In this study,
TRP had no effect on N-NH; concentrations before or
after feeding (P = 0.11 and P = 0.95, respectively); no
effect of breed was observed before or after feeding (P
=0.13 and P = 0.09, respectively).

Microbial Populations. Results of gPCR ampli-
fication of the bacterial 7rs and archaeal mcr4 gene
copies are summarized in Table 5. Concentration of
bacterial 77s copies was significantly affected by CT
(P = 0.04), but this effect did not seem to be related
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Table 5. Abundance of total and fibrolytic bacteria and total methanogens determined by quantitative PCR in the
rumen of Texel and Blackbelly sheep fed control or tannin-rich diets!

Texel Blackbelly P-value?
Item Ctl LI Gs Me Ctl LI Gs Me SEM  Breed Trt Cl C2
Total bacteria’ 1191 1190 11.80 11.84 11.89 1196 11.85 11.81 0.041  0.71 0.038  0.24 0.53
Fibrobacter succinogenes’ 9.71 9.79 9.61 9.72 9.67 9.85 9.64 9.68 0.079  0.99 0.14 0.69 0.32
Ruminococcus albus’ 8.00 8.79 8.33 8.49 7.60 8.42 8.34 8.16 0.261  0.19 0.046  0.01 <0.01
Ruminococcus flavefaciens’ 8.96 8.71 8.53 8.65 8.94 9.03 8.67 8.85 0.154  0.37 0.049  0.047  0.19
Methanogens* 10.00 9.85 9.72 9.84 9.76 9.71 9.70 9.74 0.082  0.04 0.25 0.09 0.19

1Ctl = control (natural grassland hay); Ll = Leucaena leucocephala; Gs = Gliricidia sepium; Me = Manihot esculenta.

2Treatment x breed interaction was nonsignificant for all variables. Trt = treatment. Tannin-rich diets consisted of 44% leaf pellets of tannin-rich plants

and 56% of the Ctl. C1 = Ctl vs. LI, Me, and Gs; C2 = Ctl vs. Ll and Me.
3rrs copy number per gram DM (log;)-

4merd copy number per gram DM (log)-

to the presence of CT, as the same effect was not ob-
served for other TRP (P = 0.24 and P = 0.53 for con-
trasts C1 and C2, respectively). The effect of TRP on
fibrolytic bacteria depended on the species: R. albus
number was greater (P = 0.046) while R. flavefaciens
number was less (P = 0.049) for TRP diets compared
with the Ctl diet. The number of F succinogenes
were not changed (P = 0.13) by TRP. No breed effect
was recorded for these bacterial groups (P =0.19, P=
0.37, and P = 0.99, respectively). Methanogens num-
ber did not depend on the presence of TRP in the
diet (P = 0.25) but was lower for Blackbelly than for
Texel (P =0.04).

No differences for bacterial and methanogenic
community structures, as analyzed by DGGE, were
induced by the TRP diets (data not shown). Bacterial
communities clustered by breed (data not shown),
but Shannon, Evenness, and Dominance diversity in-
dices, calculated from the rrs PCR-DGGE profiles,
did not differ (P = 0.24, P = 0.23, and P = 0.13, re-
spectively) between the Ctl and TRP diets (Table 6).
No effect (P = 0.56, P =0.87, and P = 0.76, respec-
tively) on diversity was observed for methanogens
calculated from mcr4d DNA PCR-DGGE profiles.

Contrasting with the absence of effect of diets, the
bacterial diversity indices differed between breeds:
the Shannon and Evenness indices were greater (P
< 0.0001 and P = 0.01, respectively) for Blackbelly
than for Texel while the Dominance index was less
(P < 0.0001) for Blackbelly. The opposite occurred
for methanogens, where Shannon and Evenness in-
dices were greater (P < 0.0001 and P < 0.0005, re-
spectively) for Texel and the Dominance index was
greater (P < 0.0001) for Blackbelly.

Total protozoal numbers did not vary among di-
ets before and after feeding (P = 0.18 and P = 0.24,
respectively; Table 7). Large entodiniomorphs
(>100 pum) were less (P < 0.01) for TRP diets than for
the Ctl diet. Isotricha spp. were more abundant after
feeding for TRP diets than for the Ctl diet, which had
the least amount (P = 0.005). Small entodiniomorphs
(<100 um) and Dasytricha spp. populations were not
different among diets before and after feeding for
small entodiniomorphs and for Dasytricha spp. Breed
effect was not significant for total protozoa (P = 0.94
and P = 0.67 before and after feeding, respectively)
and for the different protozoal classes.

Table 6. Diversity indices calculated from denaturing gradient gel electrophoresis profiles of total bacteria and
methanogens in the rumen of Texel or Blackbelly sheep fed control or tannin-rich diets!

Texel Blackbelly P-value?
Item Ctl Ll Gs Me Ctl LI Gs Me SEM Breed Trt Cl C2
Total bacteria
Shannon 1.43 1.50 1.45 1.48 1.60 1.57 1.59 1.71 0.044 <0.0001 0.24 0.29 0.68
Evenness 0.90 0.91 0.92 0.92 0.93 0.94 0.94 1.00 0.032 0.01 0.23 0.21 0.53
Dominance  0.05 0.04 0.04 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 0.040 <0.0001  0.13 0.02 0.02
Methanogens
Shannon 1.14 1.15 1.15 1.13 0.94 1.00 0.95 0.98 0.028 <0.0001  0.56 0.35 0.31
Evenness 0.93 0.92 0.93 0.90 0.84 0.86 0.83 0.84 0.026 0.0005  0.87 0.74 0.90
Dominance  0.08 0.08 0.08 0.09 0.15 0.13 0.15 0.15 0.014 <0.0001 0.76 0.70 0.56

1Ctl = control (natural grassland hay); L1 = Leucaena leucocephala; Gs = Gliricidia sepium; Me = Manihot esculenta.

2Treatment effect and treatment x breed interaction were nonsignificant for all variables. Trt = treatment. Tannin-rich diets consisted of 44% leaf pellets
of tannin-rich plants and 56% of the Ctl. C1 = Ctl vs. LI, Me, and Gs; C2 = Ctl vs. L1 and Me.
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Table 7. Abundance of ruminal protozoa (log,, cells/mL) in the rumen of Texel or Blackbelly sheep fed control

or tannin-rich diets!

Texel Blackbelly P-value?
Item Ctl LI Gs Me Ctl LI Gs Me SEM  Breed Trt Cl1 C2
Before feeding
Total protozoa 4.97 5.02 4.99 5.09 4.95 5.05 5.05 5.01 0.043  0.94 0.18 0.04 0.03
Entodiniomorphs < 100 pm  4.93 4.98 4.96 5.06 4.92 5.01 5.01 4.97 0.047  0.90 0.25 0.06 0.06
Entodiniomorphs > 100 pm ~ 3.52 3.44 3.18 3.35 3.40 3.21 3.13 3.36 0.081  0.10 <0.01 <0.01 0.09
Isotricha spp. 220 277 2.85 2.77 1.99 1.65 2.41 2.07 0.366  0.18 0.21 0.14 0.35
Dasytricha spp. 3.60 3.60 3.45 3.74 3.35 3.93 3.45 3.69 0.145  0.92 0.10 0.15 0.04
3 h after feeding
Total protozoa 4.92 484 497 4.90 4.83 4.92 4.94 4.89 0.042  0.67 0.24 0.32 0.76
Entodiniomorphs < 100 pm  4.87 4.79 4.95 4.85 4.78 4.87 4.90 4.84 0.049  0.63 0.19 0.36 0.87
Entodiniomorphs > 100 pm  3.45 3.01 3.11 3.20 3.24 3.12 3.04 3.12 0.084  0.30 0.011 <0.01 <0.01
Isotricha spp. 2.47 3.12 291 3.06 1.64 2.59 2.03 2.56 0.380  0.20 0.005 <0.01 <0.001
Dasytricha spp. 3.68 3.66 3.46 3.81 3.67 3.97 2.90 3.73 0345  0.72 0.27 0.76 0.68

1Ctl = control (natural grassland hay); Ll = Leucaena leucocephala; Gs = Gliricidia sepium; Me = Manihot esculenta.

2Treatment x breed interaction was nonsignificant for all variables. Trt = treatment. Tannin-rich diets consisted of 44% leaf pellets of tannin-rich plants

and 56% of the Ctl. C1 = Ctl vs. LI, Me, and Gs; C2 = Ctl vs. Ll and Me.

DISCUSSION

Fiber and CP content of forages used in this study
were in the range of values reported by other authors
(Assoumaya et al., 2007). However, more variation
was observed for CT concentration. For L. leucoceph-
ala, our results were in the range of published data, but
Longo et al. (2012) and Soltan et al. (2013), for exam-
ple, reported CT contents less than the current study (56
and 23 g/kg DM, respectively); Gliricidia spp. CT con-
tent is variable and can range between 0.5 (Bhatta et al.,
2012) and 83 g/kg DM (Foroughbakhch et al., 2012).
In the current study, M. esculenta was rich in CT, con-
trary to studies by Jayanegara et al. (2011) and Marie-
Magdeleine et al. (2010), who reported less CT content
(4 and 40 g/kg DM, respectively) for the same species.
Tannin accumulation is affected by factors such as cul-
tivar, plant maturity, phenological stage, seasonal varia-
tions, and soil properties, which also determine degree
of tannin polymerization (Waghorn, 2008). In addition,
the increased temperature that characterizes the tropics
is also directly associated with increased concentrations
of secondary compounds in plants. This may result in
differences in biological activity among species.

Relationship between Tannins and CH , Production

The use of tropical TRP in ruminant diets is con-
sidered a promising way to reduce CH, production
(Jayanegara et al., 2012). Decreased CH, production
observed in the present study when 3 tropical TRP were
used in vitro, especially for L. leucocephala and M. escu-
lenta, confirmed results reported from in vivo data with
the same forages given at 44% of DM diet (31.0 and 22.2

g CHy/kg DMI for the Ctl and TRP diets, on average;
Rira et al., 2013). These results are consistent with most
published results (Jayanegara et al., 2012). Soltan et al.
(2013) showed that tropical forages, L. leucocephala
among others, inhibit CH, production both in vitro and
in vivo. Soliva et al. (2008) reported that G. sepium was
not very effective at reducing CH, production. The weak
CH, reduction induced by G. sepium seems to be linked
to its reduced CT content. The current study shows for
the first time a strong antimethanogenic action of M. es-
culenta, at variance with the results of Jayanegara et al.
(2011). However, in this latter study, CT content was
very small. In contrast to the current results, Bhatta et
al. (2012) reported that leaves of L. leucocephala and
Gliricidia maculata, a variety close to G. sepium, were
not effective at reducing CH, in vitro. Most divergences
with the current results are probably due to a difference
in CT content of TRP. Another source of variation that
should be taken into account when comparing results
from different authors is the method used to quantify CT
(Makkar, 2003b). More generally, studies using small to
moderate tannin doses did not result in decreased CH,
production (Beauchemin et al. [2007], with 20 g/lkg DM
quebracho tannin extract).

The current study used dose-response experi-
ments to determine whether the relationship between
CT content and CH, production was dose dependent
and whether there were minimal and maximal thresh-
old concentrations. In the in vitro study, CH, produc-
tion linearly decreased as the amount of CT increased.
This was observed for each TRP as their proportion in-
creased but also when CH,, production for all the treat-
ments was plotted against CT concentration (Fig. 1).
This suggests that CT is at least partially responsible
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for this effect, consistent with Huang et al. (2010), who
reported linear decreases in CH, production with in-
creasing amount of CT in the range of 0 to 50 mg CT/g
DM from L. leucocephala. A negative correlation was
also found between the tannin content and CH, produc-
tion when several sources were plotted, indicating that
CH, production consistently declined as the CT content
increased (Jayanegara et al., 2011). Similarly, Tan et al.
(2011) reported a linear and quadratic decrease in total
gas and CH, production with increasing CT contents
from L. leucocephala. The same effect was observed
by Hess et al. (2006) using a tropical TRP, with only a
linear effect. Taken together, these results show the ab-
sence of a minimum threshold and a major effect of CT
content on CH, production. It is often considered that
factors other than tannin content may also be respon-
sible for CT effects on ruminal CH, production, such
as the diversity of CT related to their different chemical
structures and activities. Several authors have empha-
sized that tannin effects should be considered not only
by the amount present but also by the size and weight of
molecules (Patra and Saxena, 2009; Huang et al., 2010),
the number of linkage sites (Mueller-Harvey, 2006),
and interaction with other compounds (fiber, proteins,
and other secondary metabolites). In line with these
hypotheses, Huang et al. (2011) showed with L. leuco-
cephala that heavier molecular weight fractions of CT
had a greater inhibitory effect on CH, production in vi-
tro. Despite this reported effect of the nature of tannins,
this work showed that, at least for the 3 TRP studied, CT
content is the major driver of changes in fermentation.
In addition, we demonstrated that the use of internal
standards for CT quantification instead of a common
standard improved the relationship between CT content
and production of methane and concentration of VFA.
Large differences in CT quantification induced by the
choice of standards had been shown for 6 TRP includ-
ing M. esculenta and G. sepium by Giner-Chavez et al.
(1997). Another possible reason for CH, decrease may
be the decreased NDF content of TRP compared with
control forages, which is confounded with the tannin ef-
fect and may mask it (Johnson and Johnson, 1995). The
positive relationship between cell wall components and
in vivo production of CH, has already been discussed
by many authors (Martin et al., 2010). Hence, reduction
in CH, production with TRP is attributable not only to
CT but could be due in part to differences in other feed
composition characteristics.

Relationship with N-NH; and VFA Concentration

Ruminal N-NH; concentration generally tends to
decrease with CT inclusion in the diet. In in vitro con-
ditions, Sallam et al. (2010) and Soltan et al. (2013)
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showed a decrease in N-NH; concentration with L.
leucocephala. For the current study, in vitro results
are not consistent with this tendency and showed an
increase in N-NH; concentration, confirmed by the
increase in branched-chain VFA originating from
branched-chain AA. Differences among experiments
may be due to differences in incubation conditions,
because in vitro N-NH; concentration reflects the bal-
ance between protein degradation and synthesis and is
not easy to interpret.

The current in vitro results were not consistent
with the in vivo results. In the latter, N-NH; was not
impacted by supplementation with TRP, which agrees
with in vivo results found by Norrapoke et al. (2012)
and Anantasook et al. (2013) with different TRP. There
is general agreement that tannins decrease microbial
protein degradation, mainly through the formation of
tannin—protein complexes, which helps to decrease
N-NH; concentration. However, in a review, Reed
(1995) suggested that CT may 1) increase efficiency of
N recycling to the rumen by decreasing ruminal N-NH,
concentration and promoting urea influx into the ru-
men and 2) increase the glycoprotein content of saliva
and stimulate saliva production, which could, in turn,
increase N recycled to the rumen. Therefore, the CT
amount in the in vivo experiment may have impacted
N recycling, contributing to the lack of a negative effect
of CT on ruminal N-NH;. Another hypothesis is that in
the current in vivo experiment, DMI increased in TRP
diets (16.5 and 25.8 kg/d for the Ctl and TRP diets, on
average; Rira et al., 2013), resulting in a greater con-
centration of N-NH;.

A decrease in CH, production due to dietary changes
can be due to a decrease in the extent of carbohydrate fer-
mentation, and thus VFA production, and/or to a shift of
the VFA pattern toward propionate. In the current study,
increasing CT amount decreased in vitro total VFA con-
centration. However, the response of VFA to CT concen-
tration was quadratic whereas the response of CH, was
linear. This suggests that the mode of action of CT on
methanogenesis may differ at low concentrations and at
greater concentrations. The effects of CT on ruminal total
VFA concentration and VFA pattern vary among studies,
depending on CT dose and source. Other studies report
that feeding TRP to ruminants reduces total VFA produc-
tion (Goel and Makkar, 2012). This has been shown espe-
cially with tropical forages such as L. leucocephala and
G. sepium (Tan et al., 2011; Bhatta et al., 2012). Soltan et
al. (2012) reported a decrease in acetate:propionate ratio,
together with increasing propionate with L. leucocepha-
la. The dose-dependent decrease of total VFA observed
in the current study when TRP were included in the diet
is in agreement with a previous study on the dose-re-
sponse effect of tannins (Getachew et al., 2008). In ad-
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dition to the specific effect of CT, the decrease of VFA
concentration could also be due to the presence of other
secondary metabolites that interact with the CT and can
negatively affect VFA concentrations. The tested plants
grew in tropical environments where weather conditions
(especially heat) favor the synthesis of numerous sec-
ondary metabolites such as saponins or essential oils, for
example, saponins in M. esculenta leaves (Wobeto et al.,
2007), which may potentially decrease CH, production
(Martin et al., 2010). However, such compounds were
not determined in our study.

A reduction of total VFA with CT supply was also
expected in the current in vivo experiment, at least with
L. leucocephala and M. esculenta because of their in-
creased CT content, but an increase of total VFA with
no change of VFA pattern was observed. The decrease
of VFA concentration in vivo when TRP were included
in the diet is the general trend (Beauchemin et al. [2007],
with a quebracho tannin supplement), with no changes
in the molar ratios of acetate, propionate, and butyrate
(Waghorn and Shelton, 1997). Other in vivo studies
with sheep (Priolo et al., 2000) and goats (Silanikove
et al., 2006) reported that CT did not affect the VFA
concentration in the rumen compared to animals receiv-
ing the same diets but supplemented with polyethylene
glycol. Carulla et al. (2005) observed no change in total
VFA concentration in sheep supplemented with Acacia
mearnsii extract, but molar proportion of acetate de-
creased and that of propionate increased in sheep fed
diets supplemented with CT, in line with a decrease in
CHy,. To our knowledge, there are no in vivo data on
VFA concentration for the 3 TRP that were used, so a
specific effect of these plants cannot be shown. In the
current experiment, the increase in VFA concentration
with TRP supply may be due to an increased intake,
probably because the TRP were dispensed as pellets.
The increased total VFA concentration indicates that
despite a reduction in CH, production, there was no in-
hibition of the fermentation. The VFA results also show
a discrepancy between in vitro and in vivo conditions,
a reminder that caution must be exercised with the in-
terpretation and extrapolation of in vitro data: in vitro
VFA concentration reflects production whereas in vivo
VFA concentration reflects the balance of production,
absorption, and outflow.

Relationship with OM Degradation

The reduction in total gas and CH, production in vi-
tro may have been due to a decline in OM digestibility.
Digestibility is clearly impaired by increasing amount of
CT in many in vitro and in vivo studies. This may be as-
sociated with the property of tannins to form complexes
with natural polymers such as proteins and carbohydrates
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(Mueller-Harvey, 2006), which may therefore reduce
their digestibility in the digestive tract of ruminants. In
the leaves of trees such as L. leucocephala and G. sepium,
tannins present in the NDF and ADF fractions are already
tightly bound to cell walls and proteins, which reduces
their digestibility (Makkar, 2003a).

These hypotheses were supported by the in vitro
results, which showed a dose-dependent decrease in
OM degradation. This was a consequence of VFA de-
crease, as it was calculated from VFA production. This
agrees with Tan et al. (2011), who found a linear de-
crease of in vitro digestibility with increasing CT con-
tent. However, such a relationship is not observed in
all experiments. For example, Huang et al. (2011) and
Soltan et al. (2013) reported that the decline in CH,
production with CT of L. leucocephala was not caused
by a concomitant decrease in total-tract digestibility.
Similarly, Carulla et al. (2005) found that an extract of
A. mearnsii reduced CH, production by 12% without
decreasing digestibility. The same result was observed
in this study for in vivo digestibility measured with the
same forages, suggesting that CH, mitigation is not
simply the result of a reduced ruminal fermentation.
However, the lower CH, production measured in vivo
in this study (Rira et al., 2013) could also be due to a
decrease in retention time in the rumen, suggested by
the increased feed intake.

Effect on Rumen Microbial Populations

Plant secondary compounds such as CT can act
against specific microbial groups so as to mitigate CH,
production. Protozoa are important hydrogen producers,
and reducing their numbers decreases CH, production
(Guyader et al., 2014). In the current experiment, none
of the TRP studied affected ruminal protozoal number.
Effects of CT on protozoa are variable. In his review,
Makkar (2003a) suggested that there is some evidence
for decreased protozoal number in the presence of tan-
nins. This has been confirmed by Animut et al. (2008),
who found a linear decrease in protozoa numbers in
goats fed various amount of CT-containing forage. By
contrast, Carulla et al. (2005) observed that feeding tan-
nins from A. mearnsii extract to sheep had no effects on
total protozoal population. Similarly, Jayanegara and
Palupi (2010) showed that the protozoal population was
not affected by CT content in either in vitro or in vivo
studies; this tendency was confirmed by the same au-
thors in a meta-analysis that did not reveal any relation-
ship between dietary tannins and protozoal populations
(Jayanegara et al., 2012). Patra and Saxena (2009) sug-
gested that the effect of CT on ruminal protozoal popu-
lations may depend on the type of plant and thus on the
nature and concentration of tannins. To our knowledge,
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the in vivo effect of L. leucocephala, G. sepium, and
M. esculenta on protozoa has not been reported before,
so it is difficult to make definitive conclusions. Sallam
et al. (2010) observed a decrease in protozoa with L.
leucocephala, but for an in vitro trial, and changes in
microbial populations during in vitro incubations are
difficult to interpret.

In the current study, the presence of CT in feed led
to a decrease in total bacteria number without affecting
the number of £ succinogenes. The population of R. al-
bus was greater in the rumen of sheep when fed TRP;
on the contrary, the number of R. flavefaciens decreased.
Pilajun and Wanapat (2013) reported that supplementa-
tion with TRP did not change total bacterial number in
swamp buffalo. However, other studies demonstrated
that TRP reduced bacterial number (Patra and Saxena,
2009; Anantasook et al., 2013); more specifically, F
succinogenes was strongly reduced by L. leucocephala
supply (Longo et al., 2013). The inhibitory activity of
tannins against bacteria has been linked to the ability of
tannins to form complexes with bacterial cell wall mem-
branes causing morphological changes of the cell wall
and secreted extracellular enzymes (Jones et al., 1994).
In the current study, the decline of CH, production in
the absence of any change in N-NH; concentration and
OM degradation suggests that CT of forages may have
a greater affinity for microbial protein than feed protein.
Differences between the previous studies and the current
study may be due to differences of diet, dose, and activity
of tannins and environmental conditions.

The lack of any effect of CT-containing forages on
protozoa and bacteria populations in the present study,
together with a decrease in CH, production, suggest a
direct effect of CT on methanogens, but no decrease
in methanogen population was observed in the current
study. The mitigating effect of tannins is often consid-
ered to be due to a decrease in methanogens, as sev-
eral experiments have shown a decrease in methano-
gens when TRP are supplied (Tavendale et al., 2005;
Animut et al., 2008). Nevertheless, several reports have
shown no effect of TRP on methanogens (Norrapoke et
al., 2012; Pilajun and Wanapat, 2013). An absence of
toxic effect on methanogens when feeding TRP could
be related to tannin-degrading enzymes and/or micro-
bial extracellular secretions that reduce the tannin effect
(Makkar, 2003a; Anantasook et al., 2013). More stud-
ies on methanogens resistance, tolerance, or adaptation
to tannins are needed to characterize the causes of this
effect. Longo et al. (2013) reported that methanogen
populations decreased in the presence of TRP (L. leuco-
cephala, among others) but recovered their initial value
24 h after the decrease. Several studies demonstrated
that with prolonged tannin exposure, microorganisms
develop ways to survive (Mlambo et al., 2007). In ad-
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dition, action of CT on methanogens can be due to in-
hibition of either the population or their activity or both
(Tavendale et al., 2005; Popova et al., 2011), and only
methanogen amount was measured in the current study.
The effect of CT on microbial populations depends on
the relative affinity of CT for feed vs. microbial protein.
The antimethanogenic activities of tannins may involve
the tanning action of functional proteins (enzymes and
coenzyme) located at accessible sites in methanogens
(Pilajun and Wanapat, 2013). Supplementation with CT
from forages showed that bacteria and methanogen di-
versity indices were not different from the Ctl. These
results agree with Longo et al. (2013), who found that
diversity indices of the methanogenic community did
not change when L. leucocephala or other TRP were
supplied. The absence of effects of CT on the microbial
ecosystem may be due to putative changes in rumen
outflow related to the dispensing of TRP as pellets.

Some of the differences in microbial populations
among experiments may be due to differences in animal
species or breeds. In the current study, a difference in
methanogen population and bacterial and methanogen
biodiversity between Texel and Blackbelly sheep was
observed. King et al. (2011) reported a significant differ-
ence of methanogen population structure among Holstein
and Jersey cattle, but a similarity of dominant archaeal
populations was noted by Jeyanathan et al. (2011) be-
tween different ruminant species (sheep, cattle, and red
deer). A few studies have found host species differences
in the bacterial community of the rumen, but no study
has compared the 2 breeds used in the current study.

In conclusion, CT from tropical forages showed,
both in vitro and in vivo, a potential for mitigating CH,
production by ruminants without noteworthy adverse
effects on ruminal fermentation or in vivo digestibility.
The dose—response relationship was linear, and for the
3 TRP studied, CT dose was the major factor for the re-
sponse rather than the source of CT. The decreased CH,
observed when TRP are added cannot be explained by
changes of microbes that were minor; other analyses
such as methanogen activity need to be performed.
Interestingly, at low CT doses, the decrease in CH, is
not accompanied by a decrease in VFA. Results from
the in vivo study suggests that dietary CT from L. leu-
cocephala, M. esculenta, and to a lesser extent from G.
sepium in pellet form could be used to mitigate CH,
production with no marked detrimental effects on oth-
er fermentative parameters. These findings are in line
with other experiments showing that CT content of for-
ages is a major determinant of their CH, production.
Nevertheless, the development of the use of TRP in
ruminant diets should take into consideration not only
CH, production but also animal productivity.
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Chapitre 4 : Effet de la nature des tanins, condenses
ou hydrolysables, sur la fermentation ruminal in
vitro et la degradabilité in situ : focus sur le devenir

des tanins
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Présentation de I’expérimentation

Le manque de données concernant les tanins hydrolysables nous a conduit a envisager
I’étude des effets de ce type de tanins, et de leur association avec des tanins condensés, sur la
production de CH, en relation avec les fermentations ruminales, la dégradation dans le rumen
et I’écosystéme microbien. Ce travail a été conduit dans le centre INRA Auvergne- Rhone-
Alpes (UMRH, Theix, 63122 Saint-Genés Champanelle), responsable des expérimentations

M. Doreau,

Deux expérimentations ont été menées successivement. La premiere était un
essai in vitro sur moutons Texel alimentés avec un fourrage tropical, dont le protocole était
similaire a celui de la publication 4. Il a été découpé en trois sous-essais visant pour le
premier a établir une courbe dose-réponse pour deux sources de tanins hydrolysables, le
second a étudier les éventuels synergies ou antagonismes entre deux sources de tanins
hydrolysables, le troisieme a étudier les éventuelles synergies entre tanins hydrolysables et
tanins condensés. Les mesures ont été la production de gaz totaux et de CHy, ainsi que la
production d’acides gras volatils en 24 h d’incubation. La seconde était un essai in situ mené
sur vaches Holstein alimentées avec un fourrage de zone tempérée. Les sachets incubés dans
le rumen ont servi a établir une cinétique de dégradation de la matiére séche, de 1’azote et des
parois sur une durée de 96 h, a étudier le devenir des différentes fractions de tanins condensés
dans le rumen, et a analyser par séquencage le microbiote (bactéries, protozoaires et archées

méthanogénes) présent a 1’intérieur des sachets.

Les travaux ont intégralement été conduits a Theix, sauf les analyses des tanins
hydrolysables qui ont ét¢ mises au point et réalisées a I’Ecole Nationale Supérieure de

Biotechnologie de Constantine (Ali Mendjli, 25100 Constantine, Algérie).

Un premier enjeu était de trouver des sources de tanins pertinentes. Pour les tanins
condensés, nous avons pris les trois sources provenant de Guadeloupe utilisées dans les
experimentations du chapitre 3 (Leucaena leucocephala, Glyricidia sepium, et Manihot
esculenta). Nous souhaitions une autre plante d’usage trés commun sous les tropiques, et tres
riche en tanins ; Calliandra calothyrsus correspondait a cela, et a été récolté par une équipe du
CIRAD a la Réunion, en zone tropicale humide. Pour les tanins hydrolysables, il fallait
¢liminer toutes les sources susceptibles d’entrainer une toxicité pour I’animal, et trouver des
sources riches en tanins hydrolysables. La premicre contrainte a permis d’éliminer un certain
nombre de plantes. La seconde s’est heurtée au tres faible nombre de plantes pour laquelle on

disposait d’analyses fiables. Acacia nilotica a été reperé facilement, et a été récoltée en zone
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tropicale séche au Sénégal par une équipe du CIRAD. Nous avions également ciblé la feuille
de bananier (Musa. spp.). L’analyse des tanins, réalisée postérieurement a 1’essai sur animaux,
a revélé que la feuille de bananier était riche en tanins condensés mais pauvre en tanins
hydrolysables. Les données bibliographiques avaient malheureusement été obtenues par la
méthode de Folin-Ciocalteu, qui comme cela a été dit dans le chapitre « Etat de ’art », est trés
imprécise. Dans 1’expérimentation, Musa. spp a donc été classée comme riche en tanins

condensés.

Par rapport a I’utilisation classique de la méthode in situ dite aussi « in sacco » ou

« des sachets de nylon », deux innovations ont été pratiquées. La premicre est I’analyse de
trois fractions des tanins condensés (libres, liées aux fibres, liées aux protéines) avant et apres
I’incubation en sachets, afin d’en déterminer la disparition. A notre connaissance, un travail
similaire n’avait jamais été fait. La deuxiéme est I’analyse du microbiote ruminal a I’intérieur
du sachet pour les différentes plantes riches en tanins. A notre connaissance, seuls deux essais
ont été réalisées avec cette méthodologie dans la méme équipe (Edwards et al., 2007 ; Huws
et al., 2013), mais ils avaient pour objectif de suivre I’initiation de la colonisation des sachets
par le microbiote ruminal, mais pas de comparer 1’effet des tanins de différent aliments sur le
microbiote ruminal a I’intérieur du microenvironnement du sachet. Pour les analyses du
microbiote ruminal, ’ADN a été extrait selon le protocole décrit par Yu et Morrison, (2004).
L’ADN génomique total a été envoyé au Roy J. Carver Biotechnology Center (Illinois, Etats-
Unis) pour I’amplification des fluides et le séquencage des Illumina a 1’aide d’amorces ciblant
le géne bactérien 16S rRNA (région V3-V5), le géne des archées 16S rRNA et le géne 18S
rRNA pour les protozoaires. Les données de séquencgage ont été analysées a 1’aide du pipeline
IM Tornado (Jeraldo et al., 2014) et a la taxonomie assignée selon Silva v128. Les séquences
des archées méthanogenes ont été analysées suivant le pipeline QIIME standard (Caporaso el
al., 2010) et la taxonomie assignée & RIM DB (Seedorf et al., 2014).

Chacune de ces expérimentations a fait 1’objet d’une publication. L’essai in vitro
constitue la publication 5 (Rira et al., 2019). Cette publication a été incluse dans un numéro de
Journal of Animal Science dont une série d’articles était consacrée a la production de CHy
entérique. L’essai in situ qui constitue la publication 6 (Rira et al.,) n’a pas pu étre soumis
avant la remise de ce manuscrit en raison de délais liés aux différentes étapes du sequencage.
Elle n’inclut donc pas les aspects liés au microbiote. Il a ét¢ décidé d’intégrer les résultats

concernant le microbiote dan la publication plut6t que d’en faire une publication séparée.
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Publication 5

Methanogenic potential of tropical feeds rich in hydrolyzable tannins

Rira M., Morgavi D.P., Genestoux L., Djibiri S., Sekhri I., Doreau M.

Journal of Animal Science, 2019, 97, 2700-2710.
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Moufida Rira,*"* Diego P. Morgavi,"* Lucette Genestoux,’ Sihem Djibiri,* Ines Sekhri,* and
Michel Doreau®

*Ecole Nationale Supérieure de Biotechnologie, Ali Mendjli, BP E66, 25100 Constantine, Algeria; and
fINRA, VetAgro Sup, UMR 1213 Herbivores, F-63122 Saint-Genés-Champanelle, France

ABSTRACT: The present study was carried out
to determine the effect of Acacia nilotica, a trop-
ical plant rich in hydrolyzable tannins (HT), on
rumen fermentation and methane (CH,) pro-
duction in vitro. We used leaves and pods from
A. nilotica alone and combined. The combination
of HT from A. nilotica leaves and pods and con-
densed tannins (CT) from Calliandra calothyrsus
and Leucaena leucocephala were also evaluated
to assess potential differences in biological ac-
tivity between HT and CT. Four series of 24-h in-
cubations were performed using rumen contents
of 4 sheep fed a tropical grass (natural grassland
based on Dichanthium spp.). A first experiment
tested different levels of replacement of this trop-
ical forage (control [CTL] without tannins) by
A. nilotica leaves or pods: 0:100, 25:75, 50:50,
75:25 and 100:0. A second experiment tested the
mixture of A. nilotica leaves and pods in different
proportions: 100:0, 75:25, 50:50, 25:75, and 0:100.
A third experiment tested the 50:50 combination
of A. nilotica leaves or pods with C. calothyrsus
and L. leucocephala. Acacia nilotica pods and
leaves had a high content of HT (350 and 178 g/

kg DM, respectively), whereas C. calothyrsus and
L. leucocephala had a high content of CT (361 and
180 g/kg DM, respectively). The inclusion of HT
from A. nilotica leaves and pods decreased CH,
production dose-dependently (P < 0.01). Total re-
placement of the CTL by A. nilotica decreased CH,
production by 64 and 55% with leaves and pods,
respectively. Pods were richer in HT than leaves,
but their antimethanogenic effect did not differ (P
> 0.05). Although A. nilotica leaves and pods in-
hibited fermentation, as indicated by the lower gas
production and VFA production (P < 0.01), this
effect was less pronounced than for CH,. Volatile
fatty acid production decreased by 12% in leaves
and by 30% in pods when compared with the CTL
alone. Positive associative effect was reported for
VFA, when HT-rich sources and CT-rich sources
were mixed. Combining the 2 sources of HT did
not show associative effects on fermentation or
CH, production (P > 0.05). Hydrolyzable tannin-
rich sources were more effective in suppressing
methanogenesis than CT-rich sources. Our results
show that HT-rich A. nilotica leaves and pods have
the potential to reduce ruminal CH, production.

Key Words: Acacia nilotica, methane, hydrolyzable tannins, rumen fermentation, ruminant
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INTRODUCTION

Enteric methane (CH,) accounts for 39% of
global greenhouse gas emissions from the live-
stock sector (Gerber et al., 2013). A strategy to
reduce CH, production is the use of tannin-rich
feeds. Tannins are classified into hydrolyzable tan-
nins (HT) and condensed tannins (CT). The de-
crease in CH, yield (g CH, per kg DMI) using
tannins has been ascribed to the lower degrad-
ability of feeds due to reduced digestibility of
feeds induced by the formation of complexes,
mainly with proteins, and to a direct negative im-
pact on microbial populations (Jayanegara et al.,
2015; Pineiro-Vazquez et al., 2015). Condensed
tannins are recognized for their antimethanogenic
potential, which particularly depends on the
source, type, and level of CT in the plant (Rira
et al., 2015). Few studies have addressed the ability
of HT to reduce CH, production. A major factor
of low animal productivity in tropical regions is
the inadequate quantity and quality of forage
available in the dry season. Leaves of leguminous
trees are a valuable source of forage for ruminants
(Goodchild and McMeniman, 1994). They are
often rich in CT, which may limit their digestibility
in the rumen; they also contain other polyphenolic
compounds such as HT, which have not yet been
investigated. We hypothesized that HT contained
in Acacia nilotica would inhibit methanogenesis
without impairing rumen fermentation. Hence, we
studied the effect of HT contained in A4. nilotica
leaves and pods used at different doses to establish
whether a potential reduction in CH, production
is dissociated from total gas and VFA production.
A second objective was to study whether there
is any associative effect on CH, production and
rumen fermentation when using different mix-
tures of A. nilotica leaves and pods and mixtures
of A. nilotica with CT-rich plants (Calliandra
calothyrsus and Leucaena leucocephala).

MATERIALS AND METHODS

Origin and Chemical Characterization of Plants

Three legume shrubs were collected from trop-
ical areas. Acacia nilotica ssp. nilotica was chosen
because of its high HT content. Two morphological
parts were studied: leaves and pods, which are
both consumed by animals during the dry season.
Acacia samples were collected from the Ferlo re-
gion of Senegal in January 2017 at mid dry season.
The Ferlo region has a mean annual rainfall of 200
to 400 mm and mean temperature of 28 to 30 °C.
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Calliandra calothyrsus and L. leucocephala, which
are rich in CT, were chosen because they are among
the most widely used forage trees in humid tropics.
Calliandra calothyrsus was collected in the Réunion
Island from ~2 m high native shrubs; crown leaves
were harvested in December 2016 at a late vegeta-
tive stage. Leucaena leucocephala was collected in
Guadeloupe, Grande-Terre Island, from natural
shrubs with regrowth of less than 6 mo. The forage
used as control (CTL) was hay made from a 75-d re-
growth of natural grassland based on Dichanthium
spp. harvested in December 2016 in Guadeloupe,
Grande-Terre Island. Fresh material was air-dried
at a maximum of 40 °C, ground to pass through a
I-mm screen, placed in airtight plastic containers,
and stored until use.

Gross composition of plants was determined
according to the Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1990). Organic matter was deter-
mined by ashing at 550 °C for 6 h (AOAC, 1990;
method 923.03). Crude protein was determined by
the Dumas method (N X 6.25; AOAC, 1990; method
992.15). Cell wall components (NDF and ADF)
were determined using sodium sulfite, with heat-
stable amylase and including residual ash (AOAC,
1990; methods 200.04 and 973.18). Dry matter di-
gestibility was predicted following a sequential hy-
drolysis with pepsin in 0.1 N HCI and then with
fungal cellulase (Aufréere and Michalet-Doreau,
1988). Different fractions of CT in plants were ex-
tracted as described by Terrill et al. (1992). Total
CT was the sum of free-extractable, protein-bound,
and fiber-bound fractions. Free CT were extracted
using a mixture of acetone:water:diethyl ether
(4.7:2.0:3.3), followed by extraction of protein-
bound CT using boiling sodium dodecyl sulfate
containing 2-mercaptoethanol. Fiber-bound CT
was determined on the residue remaining from the
extraction of protein-bound CT. Condensed tannin
concentrations in all 3 fractions were determined
spectrophotometrically at 550 nm (model Lambda
25, Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) by a modi-
fied butanol-HC1 procedure (Porter et al., 1986,
modified by Terrill et al., 1992), and total CT was
the sum of 3 fractions. Quebracho extract was used
as standard.

For HT, the rhodanine method was used for de-
termination of gallotannins (Inoue and Hagerman,
1988). The potassium iodate method was used to
estimate total HT (gallotannins and ellagitannins;
Hartzfeld et al., 2002). The rhodanine assay detects
only free gallic acid, so esters must be hydrolyzed
before determination. The assay uses oxygen-free
acid hydrolysis followed by specific staining of gallic
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acid by rhodanine (Sigma-Aldrich). Hydrolyzable
tannins were extracted with a 70% aqueous acetone
solution in an ultrasonic bath, for 20 min. The hy-
drolysis was performed in 2 N H,SO, at 100 °C for
26 h. Absorbance was measured at 520 nm with
spectrophotometer (model 6715, Jenway, Villepinte,
France). The gallotannin content was calculated as
the difference between values from nonhydrolyzed
and hydrolyzed samples. The potassium iodate
method consists of the conversion of HT to methyl
gallate (Sigma—Aldrich) via methanolysis, followed
by oxidation with potassium iodate. Oxidation of
methyl gallate by potassium iodate forms a chromo-
phore, which is determined spectrophotometrically
at 525 nm. The methyl gallate concentration was
calculated from a standard methyl gallate calibra-
tion curve. Ellagitannins were calculated using the
difference between total HT and gallotannins.

Procedure for In Vitro Fermentation and
Measurements

Fermentations were performed using a batch
technique (Rira et al., 2015). The donor animals
were 4 Texel wethers fitted with a ruminal can-
nula and weighing 80.7 = 6.9 kg. Management
of experimental animals followed the guidelines
for animal research of the French Ministry of
Agriculture and other applicable guidelines and
regulations for animal experimentation in the
European Union (European Commission, 2010).
Approval number for ethical evaluation was
APAFIS#8218-2016121517182412  v1. Wethers
were daily fed 900 g hay (natural grassland based
on Dichanthium spp.) divided into equal amounts at
0700 and 1900 h. Wethers were adapted to the diet
for 2 wk before being used as donors. Four series of
24-h incubations were performed; for each series,
rumen fluid from one wether was used. Samples
of ruminal contents were obtained through the
cannula before morning feeding. Contents were
strained through a polyester monofilament cloth
(250-pm mesh aperture). A thermos flask that was
saturated with CO, just before taking rumen fluid
was used to transport the samples to the laboratory.
The flask was filled to the top to reduce contact
with air. The liquid phase was sent to the labora-
tory within 10 min after rumen sampling.

Incubations were performed in 100-mL vials
containing 400 mg of feed sample, 25 mL of anaer-
obic buffer (Goering and Van Soest, 1970, modified
by Mould et al., 2005), and 15 mL of strained rumen
fluid. Vials were gassed with CO,, sealed to ensure
anaerobic conditions, and then placed in a water bath

Rira et al.

at 39 °C for 24 h. Three experiments were performed
simultaneously in each incubation series. Experiment
1 was designed to determine the effects of replace-
ment of CTL forage by A4. nilotica leaves or pods on
CH, and VFA production. Mixtures of CTL and
A. nilotica leaves and of CTL and A. nilotica pods
were incubated in ratios of 0:100, 25:75, 50:50, 75:25,
and 100:0. Experiment 2 was used to study additivity
or associativity, that is, synergy or antagonism, be-
tween A. nilotica leaves and pods. Combinations of
A. nilotica leaves and pods were incubated at ratios
of 0:100, 25:75, 50:50, 75:25, and 100:0. Experiment
3 examined additivity or associativity between CT
and HT. Hydrolyzable tannin sources (A4. nilotica
leaves and pods) and CT sources (C. calothyrsus and
L. leucocephala) were used alone and as combinations
of CT- and HT-rich sources in a 50:50 ratio (4 com-
binations: A. nilotica leaves:C. calothyrsus, A. nilotica
leaves: L. leucocephala, A. nilotica pods:C. calothyrsus,
A. nilotica pods: L. leucocephala).

Sample Collection and Analyses

Gas production was measured at 24 h using
a pressure transducer. After recording pressure, a
gas sample (5 mL) was taken for CH, analysis. Gas
composition was determined by gas-liquid chroma-
tography (Micro GC 3000A; Agilent Technologies,
Les Ulis, France) within 2 h after sampling. Gas
molar concentration was calibrated using a certi-
fied standard. For VFA determination, 0.8 mL of
filtrate was mixed with 0.5 mL of 4 mg/mL crotonic
acid and 20 mg/mL metaphosphoric acid in 0.5 M
HCI and frozen at —20 °C until analysis. Volatile
fatty acids were analyzed by gas chromatography
using crotonic acid as internal standard on a Perkin
Elmer Clarus 580 GC (Perkin Elmer, Courtaboeuf,
France) equipped with a Stabilwax-DA column (30
m by 0.53 mm i.d.; Morgavi et al., 2013).

Statistical Analysis

Data were analyzed using the PROC MIXED
procedure in SAS 9.4 (SAS Inst. Inc., Cary, NC).
The model included as fixed effects 1) HT source
(Exp. 1, n = 2) or CT source:HT source combin-
ation (Exp. 3, n = 4); 2) CTL:HT ratio (Exp. 1,
n = 5), A. nilotica pod:leaf ratio (Exp. 2, n = 5),
or HT source:CT source ratio (Exp. 3, n = 3); and
3) interactions between ratio and source (Exp. 1)
and between ratio and source combination (Exp. 3).
Animal was taken as a random effect for all experi-
ments. Differences between ratios were also ana-
lyzed using linear and quadratic contrasts. Effects
were declared significant at P < 0.05.
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Table 1. Gross chemical composition, tannin content (g/’kg DM), and in vitro digestibility of Acacia
nilotica, Calliandra calothyrsus, and Leucaena leucocephala

Item Control Acacia nilotica leaves Acacia nilotica pods Calliandra calothyrsus Leucaena leucocephala
OM 927 921 956 956 897

CP 84 115 140 217 336

NDF 701 159 227 333 223

ADF 326 106 152 228 125

CT! ND 80 157 361 180

HT!

Gallotannins ND! 31 84 6 Trace
Ellagitannins ND 147 266 27 13
HT:(HT + CT) ND 0.69 0.69 0.08 0.07

In vitro DM digestibility,% 52.9 83.0 72.0 40.6 74.5

'HT = hydrolyzable tannins; CT = condensed tannins; ND = not detected.

Table 2. Effect of increasing level of replacement of control forage by Acacia nilotica leaves and pods on

total gas, methane, and VFA production in vitro

Control % of Acacia nilotica leaves % of Acacia nilotica pods P-value
Ratio!
Item 25 50 75 100 25 75 100  SEM Source Linear Quadratic Source X ratio
Total gas, mL/24 h 3441 37.10 34.28 32.25 25.61 36.77 31.00 28.07 23.26 1.502 0.027 <0.001 <0.001 0.48
Methane, mL/24 h 3.92 424 334 269 141 4.08 286 244 176 0263 042 <0.001 0.002 0.40
Total VFA, mM/24 h  45.61 4577 44.78 41.47 40.17 44.66 40.55 37.07 31.98 2.342 0.001 <0.001 0.13 0.10
VFA composition, %
Acetate 54.15 6298 65.11 68.75 70.44 61.02 61.93 63.99 68.05 2.221 0.022 <0.001 0.051 0.67
Propionate 19.08 2043 19.07 1645 16.31 22.81 22.25 20.58 18.08 1.232 <0.001  0.002 <0.001 0.21
Butyrate 19.92 9.66 9.13 885 847 898 823 7.19 628 0.847 0.050 <0.001 <0.001 0.72
Isobutyrate 1.40 .51 1.11 0.67 038 140 1.33 129 092 0.322 0.010 <0.001 0.056 0.07
Isovalerate 2.30 261 262 205 120 249 265 283 226 0.705 0.040 0.039 0.003 0.10
Valerate 291 2.65 277 3.08 311 307 340 397 428 0456 <0.001 <0.001 0.31 0.17
Caproate 0.25 0.16 020 0.15 0.09 022 021 0.15 0.13 0045 042 0.002  0.77 0.92
Acetate:propionate 2.88 312 349 427 439 272 284 313 390 0.332 0.002 <0.001 0.01 0.24

'Ratio between control forage and Acacia nilotica leaves or pods.

RESULTS

The chemical composition and tannin content
of plants are presented in Table 1. High concentra-
tions in HT were observed only in A. nilotica pods
and leaves, with a high proportion of ellagitannins
(76% and 82%, respectively). All tested plants were
rich in total CT. The highest content of total CT
was detected in C. calothyrsus (361 g/lkg DM). The
lowest CT content was recorded for A. nilotica
leaves (80 g/lkg DM). In vitro digestibility of plants
ranged from 83.0% to 40.6%.

Experiment 1: Dose-Response of HT Sources

Table 2 shows total gas, CH,, and VFA produc-
tion, after 24 h of fermentation. Replacing CTL with
A. nilotica leaves and pods resulted in a linear and
quadratic reduction of total gas and CH, produc-
tion (P < 0.001). The decrease in gas production was

greater for pods than for leaves (P = 0.027), but there
was no source effect on CH, production. Total VFA
production decreased linearly with increasing levels
of A. nilotica (P < 0.001), the effect being greater
with pods than with leaves (P = 0.001). Acetate and
valerate proportions and the acetate:propionate ratio
increased with the level of replacement of CTL by
A. nilotica leaves and pods, whereas propionate, bu-
tyrate, isobutyrate, and isovalerate decreased. Acetate
and butyrate proportions and the acetate:propionate
ratio were lower for A. nilotica pods than for leaves,
whereas propionate, isobutyrate, isovalerate, and
valerate proportions were higher for A. nilotica pods
than for leaves. Source X dose interaction was not
significant for all parameters.

Experiment 2: Mixture of HT Sources

Effects of HT mixture on gas, CH,, and total
VFA production are presented in Table 3. The
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Table 3. Effect of Acacia nilotica leaf:pod ratio on total gas, methane, and VFA production in vitro

Homogeneous: leaf:pod ratio

P-value of ratio

Item 0:100 25:75 50:50 75:25 100:0 SEM Linear contrast Quadratic contrast
Total gas, mL/24 h 23.26 26.55 26.88 18.16 25.61 2.506 0.64 0.93
Methane, mL/24 h 1.76 1.87 1.29 1.07 1.41 0.237 0.062 0.36
Total VFA, mM/24 h 31.98 35.03 36.30 38.52 40.17 2.263 <0.001 0.71
VFA composition, %
Acetate 68.05 71.80 70.68 69.77 70.44 2.599 0.73 0.52
Propionate 18.08 15.80 17.05 16.90 16.31 1.398 0.59 0.71
Butyrate 6.28 6.08 7.05 8.13 8.47 0.966 0.004 0.59
Isobutyrate 0.92 0.67 0.51 0.49 0.38 0.310 0.005 0.34
Isovalerate 2.26 2.02 1.52 1.46 1.20 0.773 0.008 0.68
Valerate 4.28 3.50 3.13 3.15 3.11 0.587 0.011 0.10
Caproate 0.13 0.13 0.08 0.10 0.09 0.034 0.16 0.63
Acetate:propionate 3.90 4.99 4.19 4.18 4.39 0.608 0.93 0.67

Table 4. Effect of combination of condensed tannin-rich and hydrolyzable tannin-rich sources on total gas,

methane, and VFA production in vitro

HT:CT ratio! P-value
Ttem 100:0 50:50 0:100 SEM Ratio linear  Ratio quadratic Combination Ratio X combination
Total gas, mL/24 h 24.43 24.95 20.27 0.854 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Methane, mL/24 h 1.58 1.95 2.13 0.142 <0.001 0.19 <0.001 <0.001
Total VFA, mM/24 h 36.08 38.67 34.34 3.830 0.238 0.001 <0.001 <0.001
VFA composition, %
Acetate 69.24 66.69 63.11 1.464 <0.001 0.61 0.13 0.69
Propionate 17.19 18.90 21.55 0.694 <0.001 0.44 0.002 0.09
Butyrate 7.38 6.05 591 0.742 0.002 0.13 0.018 0.24
Isobutyrate 0.65 1.48 2.01 0.281 <0.001 0.23 0.036 0.37
Isovalerate 1.73 3.16 3.69 0.683 <0.001 0.053 0.026 0.18
Valerate 3.69 3.48 3.49 0.501 0.32 0.52 0.005 0.22
Caproate 0.11 0.24 0.25 0.035 <0.001 0.014 0.32 0.58
Acetate:propionate 4.14 3.57 3.00 0.191 <0.001 0.98 0.027 0.44

'Ratio between HT source and CT source; HT sources: Acacia nilotica leaves and pods; CT sources: Leucaena leucocephala and Calliandra
calothyrsus. Values are means of the 4 combinations between the 2 sources of CT and the 2 sources of HT.

pod:leaf ratio had no effect on gas and CH, pro-
duction. However, total VFA increased linearly
with increased proportions of leaves. Acetate and
propionate proportions and the acetate:propionate
ratio were unaffected by the pod:leaf ratio; butyrate
increased linearly and minor VFA (isobutyrate,
valerate, isovalerate) decreased linearly when the
pod:leaf ratio increased (P < 0.01).

Experiment 3: Combination of HT and CT Sources

The effects of combining HT sources (A. nilotica
leaves and pods) and CT sources (L. leucocephala
and C. calothyrsus) on total gas, CH,, and total VFA
production are shown in Table 4. The presence of
CT sources increased CH, production but decreased
total gas produced (P < 0.001), whereas VFA was
greater in the HT:CT (50:50) ratio than when each
tannin source was used alone (P < 0.001, quadratic

effect). There was a significant ratio X combin-
ation interaction for total gas, CH,, and VFA pro-
duction (P < 0.001). Figure 1 shows the nature of
this interaction for CH, production. In particular,
the 50:50 mixture of CT-rich C. calothyrsus with
A. nilotica leaves results in a negative associative ef-
fect as more CH, than expected was produced. In
contrast, the 50:50 mixture of C. calothyrsus and
A. nilotica pods produced less CH, than expected.
For VFA production (Fig. 2) and total gas produc-
tion (Supplementary Fig. 1), a positive associative
effect occurred, when HT-rich plants were mixed
with CT-rich plants in a 50:50 ratio. The total VFA
and gas production observed for all 4 HT:CT mix-
tures were higher than predicted.

Individual VFA displayed linear responses to
the variation in HT:CT ratio (P < 0.001). Acetate
and butyrate proportions decreased and pro-
pionate, isobutyrate, and isovalerate increased
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ANp = Acacia nilotica pods, LL = Leucaena leucocephala, CC = Calliandra calothyrsus. HT:CT ratio is between brackets.

with increasing proportions of CT. The effect of
mixing HT and CT sources was significant for
all individual VFA except for acetate. The ratio
X combination interaction was not significant for
any individual VFA (P > 0.05).

DISCUSSION

In this study, we tested whether the use of
tropical tannin-rich plants reduces CH, produc-
tion in vitro. We used plants instead of extracts
because it is the prevailing and most practical way
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of providing these secondary plant compounds
to animals in the tropics. The effect of plants is
discussed considering their HT and CT content,
but it is acknowledged that the influence of other
plant constituents cannot be entirely dissociated
from that of tannins.

Variability of Tannin Content of Plants

Accurate information on the HT content of
plants is scarce. Hydrolyzable tannins are often
calculated by difference between total phenols or
total tannins measured by the Folin—Ciocalteu
method and CT measured by the butanol-HCI
method. In our study, total HT content was deter-
mined by methods, which specifically measured the
content in total HT and gallotannins. A more ac-
curate method using HPLC showed a wide variety
of phenolic compounds in A. nilotica, including
HT and CT that were identified but not quanti-
fied (Mueller-Harvey et al., 1987; Al-Wakeel et al.,
2007); among them caffeic acid is one of the most
important. The concentration of HT that we found
in A. niloticaleavesisin the range of values reported
in other studies using nonspecific methods that es-
timated HT by the difference between total tannins
and CT (Rubanza et al., 2005; Alam et al., 2007).
Note that some authors have found in A. nilotica
leaves lower HT contents than in the present study
(Gemeda and Hassen, 2015; Pal et al., 2015) or no
HT (Zabré et al., 2018). The concentration of HT
in Acacia pods was high in our experiment, but
Goel et al. (2015) also reported high values (186 g/
kg DM, estimated by the difference between total
tannins and CT). In our leaf and pod samples,
ellagitannins were predominant compared with
gallotannins, as reported in plants containing HT
(Hassanat and Benchaar, 2013). A similar ratio
between these fractions was obtained by Alam
et al. (2007) in Acacia leaves. The amount of CT
in A. nilotica is controversial. Some studies have
reported 5 g/lkg DM (Nsahlai et al., 2011; Pal et al.,
2015) others 146 g/kg DM (Phale and Madibela,
2006). In our samples, pods were richer in CT than
leaves; the same trend was reported by Nsahlai
et al. (2011). For L. leucocephala used in this work,
the amount of CT was higher than that previously
found in plants of the same origin but using the
vanillin-HCI method for CT detection (Rira et al.,
2015). The CT content of C. calothyrsus was also
relatively high, but similar to the maximum CT
content reported in the literature (368 g/lkg DM,
Tuwei et al., 2003). Between-study discrepan-
cies in values of HT and CT contents depend on
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the methodology used for tannin determination
(Makkar, 2000 for CT and HT; Schofield et al.,
2001 for CT). We hypothesize that the method
of analysis that we used for CT, which involves a
double-extraction procedure, extracts more tan-
nins than most methods reported in the literature.
In addition, many factors such as type of subspe-
cies (e.g., Mahdi et al., 2006, for A. nilotica pods),
plant stage of maturity, location, climatic condi-
tions (e.g., Tuwei et al., 2003 for C. calothyrsus),
and soil characteristics are determinants of tannin
concentration in plants.

Ruminants in tropical areas voluntarily browse
leaves and pods of A. nilotica during the dry season,
especially at the end when grasses became scarce.
In addition, breeders often cut leaves and pods
to feed their animals, especially small ruminants.
Hydrolyzable tannins are potentially toxic to ru-
minants because their degradation by ruminal mi-
crobes generates pyrogallol, which has hepatotoxic
and nephrotoxic effects (Reed, 1995). Although
some HT-rich plants such as Terminalia oblongata
and Clidema hirta have been reported to produce
acute toxicity, the supplementation of goats with
A. nilotica leaves (25% of the diet; Rubanza et al.,
2007) or pods (31% of the diet; Hidosa and Gemiyo,
2017) improved weight gain and increased feed in-
take without any adverse effect on digestibility. In
addition, detannification of A. nilotica pods using
different methods did not improve intake and di-
gestibility by goats suggesting the nontoxic char-
acter of the plant (Tshabalala et al., 2013).

Effects of Increasing Level of HT Sources on
Rumen Fermentation and CH , Production

The effects of HT on rumen fermentation and
CH, production are less documented than those of
CT. In addition, most studies have tested HT ex-
tracts and there is little information on HT-rich
forages, which are the easiest way of supplying de-
sirable secondary plant compounds to ruminants.
The present study used as source of HT A. nilotica,
a plant widely distributed in dry tropical and sub-
tropical areas in Africa and Asia (Heuzé et al.,
2016). We considered 2 fractions eaten by ani-
mals: leaves and pods. Despite the presence of
CT in A. nilotica leaves and pods, it is assumed
that effects on CH, production are mainly due to
HT because 1) they represent 70% of total tan-
nins and 2) direct comparisons between HT and
CT extracts have shown that HT are as effective as
(Hassanat and Benchaar, 2013) or more effective
than CT (Jayanegara et al., 2015; Min et al., 2015)

114

610z 1snBny g0 uo Jasn (enbiwouolBy ayolayosy e| ap jeuoneN nmsu|) VNI A9 09%9155/0022/./.6A0ENSqe-so1le/seljwoo dnoolwsepese//:sdyy wolj pepeojumoq



Methanogenic potential of tropical feeds

in reducing ruminal CH, production. However, it is
possible that some effects observed with A. nilotica
could be due to compounds other than tannins
such as saponins (Solomon-Wisdom and Shittu,
2010) that are known for their antimethanogenic
properties (Martin et al., 2010).

The decrease in CH, production that we ob-
served was consistent with data obtained by Pal
et al. (2015) who used A. nilotica leaves (37.7 g/
kg DM of HT, 4.6 g’lkg DM of CT) and found
a greater inhibition of CH, production with
A. nilotica than with other tannin-containing
plants. Compared with a control, Zabr¢ et al. (2018)
did not find a decrease in CH, production with a
subspecies of A. nilotica rich in CT but poor in
HT, whereas a strong decrease was observed with a
sample of Acacia raddiana rich in HT. Among HT,
ellagitannins are probably the major CH, inhibitor
(Baert et al., 2016). In our study, increasing propor-
tions of Acacia in the diet linearly decreased both
CH, and total VFA, but the decrease in CH, was
up to 3- to 6-fold higher than the decrease in total
VFA. For instance, pure A. nilotica leaves decreased
CH, by 64% and total VFA by 11% when compared
with CTL, whereas pure A. nilotica pods decreased
CH, by 55% and total VFA by 29%. A similar result
was found by Gemeda (2015) who observed a 33%
reduction in CH, production when lucerne was re-
placed by 30% of A. nilotica in a sheep diet. In con-
trast, the concentration of VFA and organic matter
digestibility were not affected. Also, in accordance
with our results, HT extracts of chestnut (Castanea
sativa) and valonea (Quercus aegilops) induced a
stronger decrease in CH, than in VFA production
in vitro (Hassanat and Benchaar, 2013; Min et al.,
2015). The effect of HT on the VFA profile is more
inconsistent. In our study, the acetate:propionate
ratio increased, which is not in line with the CH, de-
crease; this could be explained by the ruminal deg-
radation of HT by tannin-degrading bacteria into
acetate and butyrate (Goel et al., 2005). Electron
acceptors, such as caffeic acid, which is present in
A. nilotica, may have favored the production of
acetate (Cord-Ruwisch et al., 1988). Other studies
have reported the opposite trend with chestnut
extract (Jayanegara et al., 2015) or no effect on
acetate:propionate ratio with chestnut and valonea
extracts (Hassanat and Benchaar, 2013; Min et al.,
2015). Few studies have tested the effect of HT on
rumen fermentation and CH, production in vivo.
High amounts of HT from chestnut extract (9% of
the diet) markedly decreased digestibility in goats
and sheep (Zimmer and Cordesse, 1996), whereas
a lower dose of chestnut extract (1.5% of the diet)
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failed to affect CH, production and rumen concen-
tration of VFA in steers (Krueger et al., 2010).
Acacia nilotica pods were more detrimental for
fermentation than A. nilotica leaves because they
generate less gas and total VFA, whereas the effect
on CH, production did not differ. On the contrary,
Nsahlai et al. (2011) did not show a difference in gas
production and DM degradability between leaves
and pods of A. nilotica but, although they reported
a much higher CT content in pods than in leaves,
HT content and CH, production were not meas-
ured. Our results are consistent with the HT con-
tent in leaves and pods for gas and VFA production,
but the absence of difference in CH, production is
difficult to explain. Several hypotheses can be pro-
posed but each of them needs support from experi-
mental data: 1) the nature of HT differs between
leaves and pods, as suggested by Salminen and
Karonen (2011), and 2) the presence in A. nilotica
of other antinutritional compounds, such as sap-
onins and alkaloids, which have been found in leaves
by Solomon-Wisdom and Shittu (2010), may be in-
volved in the decrease in CH, production. It is also
possible that CH, production cannot decrease be-
yond a certain threshold of HT concentration.
Based on data mainly obtained using CT, it is
recognized that the decrease in CH, production is
due to 1) the decrease in carbohydrate fermentation
and 2) a specific action of tannins on microbes in-
volved in CH, production. The impairment in carbo-
hydrate fermentation when HT are fed can be due
to the inhibition of fiber-degrading microbes and to
the decrease in carbohydrate hydrolases involved in
feed degradation processes (McSweeney et al., 2001;
Nsahlai et al., 2011) Results from this study, how-
ever, suggest that the main mechanism by which HT
reduced CH, production was by affecting microbes.
The negative effect of HT on protozoa, which are
hydrogen producers, and methanogens, which con-
vert hydrogen into CH,, has been demonstrated with
purified extracts of HT from chestnut and sumach
(Rhus typhina; Jayanegara et al., 2015) or with tannic
acid (Yang et al., 2017). The difference of action be-
tween CT and HT is illustrated by 2 results. First,
Jayanegara et al. (2015) comparing HT and CT
extracts found that the decrease in in vitro digest-
ibility was higher for CT than for HT, but that the
opposite was observed for CH, production; second,
Zabré et al. (2018) reported that an HT-rich plant
(A. raddiana) decreased the population of methano-
gens, but that a sample of A. nilotica rich in CT but
poor in HT significantly decreased the concentration
of anaerobic fungi and fiber-degrading bacteria.
In addition, Bhatta et al. (2009) reported a greater
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decrease of CH, with a mixture of HT and CT
than with HT alone; this was attributed to a greater
antimethanogen and antiprotozoal activity of the
combination of HT and CT than of HT alone. All
these results suggest that HT might be more effective
than CT for CH, mitigation.

Associative Effects of Combination of HT and CT
Sources

We hypothesized first that combining the 2
sources of HT may result in associative effects on
CH, inhibition without noticeable effects on the ex-
tent of fermentation. The HT composition varies
between organs (Baert et al., 2017) and according
to the season for a given plant organ (Hatano et al.,
1986). The leaves and pods that we tested were har-
vested at different periods of the year. In our study,
CH, and VFA production varied linearly with
changes of the leaf:pod ratio. This does not allow
conclusions to be drawn about differences in HT
composition between leaves and pods. However, the
results suggest that there is no advantage in storing
pods and leaves of A. nilotica to give them at the
same time to animals.

Associative effects may be more likely between
HT- and CT-rich feeds than between 2 HT-rich
feed because of major differences between these
2 tannin classes. However, the literature is scarce
on this topic. Jayanegara et al. (2013) reported
that combining a tannin-poor plant with HT- or
CT-rich plants resulted in an associative effect on
CH, production that was reduced more than ex-
pected from the sum of individual plants. These
authors suggested that associative effects of com-
bining feeds on CH, production are observed when
combining plants that differ greatly in their CH,
production potential, which is not the case for the
HT- and CT-rich plants used in this study. It can
be hypothesized that differences between combin-
ations are explained by the HT:CT ratio. It is noted
that both HT-rich sources had similar ratios (2.22
vs. 2.23 for A. nilotica leaves and pods, respect-
ively). Likewise, both CT sources were similar (0.07
vs. 0.09 for L. leucocephala and C. calothyrsus, re-
spectively). This suggests that the HT:CT ratio is
not the main driver of the differences between com-
binations. These differences could be explained by
other plant secondary compounds. Saponins, fla-
vonoids, terpenoids, and alkaloids that may inter-
fere with tannins were shown in A. nilotica leaves
(Solomon-Wisdom and Shittu 2010).

Our experiment showed that the effect of com-
bining HT and CT plants produced more VFA than
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expected from an additive response. This effect is
moderate but statistically significant. This may sug-
gest that fiber degradation is less affected when the 2
classes of tannins are mixed, perhaps because of a less
negative effect on bacterial activity. If the associative
response of VFA to the mixture of HT and CT is con-
firmed in vivo, it could be interesting to develop mixed
cultures of HT- and CT-rich trees in the same area.

CONCLUSION

Few studies have assessed the effects of HT
on CH, production, particularly using a plant
that grows in the tropics. This work shows that
A. nilotica strongly inhibits CH, production without
marked adverse effects on rumen fermentation in
vitro. The effect of A. nilotica on CH, production
was more marked than that of CT-rich plants such
as C. calothyrsus and L. leucocephala. This may re-
veal that HT are more suitable for CH, mitigation
than CT. Indeed, the use of CT for mitigation is
often questioned because of their negative effect
on diet digestibility. The interest of HT should be
confirmed in vivo; long-term trials are needed to
conclude about the possible adaptation of rumen
microbes to HT. It is also necessary to determine
the optimal level of HT to avoid their possible tox-
icity. If the use of A. nilotica is developed in the
future, both leaves and pods can contribute to CH,
decrease, taking advantage of consumption at dif-
ferent periods of the year.
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Abstract

The aim of the study was to explore the anti-methanogenic potential of tannins-rich plants and
elucidate relationship between carbohydrate degradation, the disappearance of condensed
tannins fractions and rumen fermentation characteristics. Four leguminous: Acacia nilotica
pods, Calliandra calothyrsus, Gliricidia sepium, and Leucaena leucocephala leaves and the
leaves of two agricultural by-products: Manihot esculenta and Musa spp. were used. Plants
were analysed to quantify amounts of hydrolysable tannins, free condensed tannins, protein-
bound condensed tannins and fibre-bound condensed tannins. In experiment 1, dry matter and
nitrogen degradability and disappearance of tannin fractions in the rumen were studied in situ.
In experiment 2, plants were tested for their methane mitigation potential comparatively to a
forage control without tannins (Dichanthium spp), using an in vitro system. All plants

contained more than 10 g/kg of condensed tannins, and Acacia nilotica was especially rich in

120


mailto:moufida_r@yahoo.fr

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42

43
44

45

46

47
48
49
50
51
52

Résultats

hydrolysable tannins. A large fraction of condensed tannins was bound to proteins, ranging
between 32 and 61% for Acacia nilotica and Gliricidia sepium, respectively. Hydrolysable
and free condensed tannins from all plants completely disappeared after 24 h incubation in the
rumen. The disappearance of protein-bound condensed tannins varied among plants with
Gliricidia sepium showing the highest proportion (92.9%), Manihot esculenta and Musa spp
leaves having intermediate values of disappearance. Whereas for Calliandra calothyrsus
leaves no disappearance was observed. Fibre-bound condensed tannins disappearance did not
vary between plants, on average 82% disappearance. Dry matter and nitrogen degradability
and gas production were higher for Gliricidia sepium, Manihot esculenta, Leucaena
leucocephala and Acacia nilotica than for Calliandra calothyrsus and Musa spp. In vitro gas
production was high for control and low Musa spp. Compared to control, Acacia nilotica,
Calliandra calothyrsus and Musa spp reduced methane production but only Acacia nilotica
reduced methane production without affecting DM and N degradability. Total volatile fatty
acids production for Gliricidia sepium and Manihot esculenta leaves was similar to control.
However, the production of volatile fatty acids from Calliandra calothyrsus leaves was ~50%
of control. Acacia nilotica pods showed a potent methane suppressing properties and owing to
its high in vitro fermentation and in situ degradability it could be used in diets for its

antimethanogenic properties.

Keywords: tropical plants; hydrolysable tannins; condensed tannins; methane, in situ

degradability

Introduction

Feed availability is a major limitation in many tropical ruminant production systems. One way
by which farmers increase forage availability in these grazing systems is the use of
leguminous trees as a diet supplement. Leaves from leguminous trees are recognized as a
high quality feed resource (Alonso-Diaz et al., 2010). They are generally rich in protein and
thus balance the nutrition of animals grazing tropical grasses poor in protein (Le Houérou,

1980). However, they remain underused because of the presence of tannins, often present at
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high level. High concentrations of tannins can reduce voluntary feed intake and nutrient
digestibility. The decrease in nutritive value is associated with their ability to bind to proteins
from feeds and enzymes, and to structural carbohydrates present in plant cell walls. However,
at lower concentrations tannins can have positive effects like reducing methane (CHy)
production (Goel and Makkar, 2012) because they affect organic matter digestibility and/or
because they inhibit microbial populations. The actions of condensed tannins on CH,
production include a direct effect on methanogens, complexation to fibre and proteins, and a

reduction in nutrient availability (Tavendale et al. 2005).

Tannins are conventionally classified into two major groups: hydrolysable tannins
(HT) and condensed tannins (CT). Hydrolysable tannins consist of polyphenols (gallic acid
and/or hexahydroxydiphenic acid) ester-linked to a hexose moiety. In contrast, CT are
polymers of flavan-3-ol (e.g., catechin) or flavan-3,4-diol (proanthocyanidins) linked by C-C
or C-O-C bonds which give compounds of varying molecular weight. Condensed tannins are
found in different fractions in plants: free, protein-bound, and fibre-bound (Terrill et al., 1992;
Mueller-Harvey and McAllan, 1992; Schofield et al., 2001). A better understanding of the
effects of HT-rich and CT-rich forages on nutrient digestibility and CH, mitigation properties
would improve management of such resources. The relationship between carbohydrate
degradation and the disappearance of CT fractions must be established for developing feeding
strategies to overcome undesirable effects when using tannin-rich forages. This knowledge
would be of considerable importance for the efficient utilization of these forages in the

tropics.

Our objectives were therefore 1) to study relationships between DM, N and fibre
degradation of one hand, and the amount and the disappearance of the different tannin
fractions in the rumen on the other hand; 2) to compare DM and N degradation of these
forages with fermentation parameters determined with the same species and 3) to evaluate if
the mitigation of CH,4 production with tannin-rich plants was due to their CT and/ or HT
content. To achieve these objectives, we used 6 forages from leguminous trees and
agricultural by-products, differing by the amount and nature of tannins. We carried out an in
situ experiment, in order to determine the ruminal degradation of forage components
including the different tannin fractions, and an in vitro experiment, in order to measure CHy,4

production and carbohydrate fermentation.
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84

85  Material and methods

86  Plant material

87  Four tree species and two crops by-products rich in tannins available in the tropics were
88  selected. The leguminous trees were: Acacia nilotica pods, Calliandra calothyrsus, Gliricidia
89 sepium and Leucaena leucocephala leaves. The by-products were cassava (Manihot
90 esculenta) leaves and banana (Musa spp.) leaves. These species are consumed by ruminants

91 and cover a large range of digestibility and of CT and/or HT content.

92 Acacia nilotica samples were collected from the Ferlo region of Senegal (15°N, 15°W)
93  having a mean annual rainfall of 200-400 mm and a mean temperature of 28-30°C. Gliricidia
94  sepium, Leucaena leucocephala, Manihot esculenta and Musa spp. were collected in
95  Guadeloupe, Basse-Terre Island (16°N, 61°W), having a mean annual rainfall of 1500-2000
96 mm and a mean temperature of 24-28°C. Calliandra calothyrsus was collected from native
97  shrubs in the south of the Réunion Island (21°S, 55°E) having a mean annual rainfall of 1000-
98 1500 mm and a mean temperature of 20-24°C; leaves were harvested at a late vegetative
99  stage. For in vitro measurements, a forage poor in tannins was used as a control. This forage
100  was hay from a 75-d regrowth of natural grassland based on Dichanthium spp. harvested in
101 Guadeloupe, Grande-Terre Island, France. Following collection, fresh material was dried at
102 40°C to avoid degradation or modification of tannins, ground to pass through a 1-mm grid and
103  placed in air-tight plastic bags. Upon receipt at the laboratory in Metropolitan France,

104  samples were stored at room temperature until use for in situ and in vitro measurements.

105

106  Experiment 1: In situ rumen degradation

107  Three rumen-cannulated Holstein dry cows were used for the study with an average body
108  weight of 737 £ 40 kg. Cows were housed in individual pens and fed natural grassland hay,
109  first cycle, containing 91.5, 1.33, 62.5 and 35.1 g/kg DM of organic matter (OM), N, NDF
110  and ADF, respectively. A fixed amount of 7.6 kg DM of hay was offered to each cow twice a
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day: 2/3 at 0900 h, 1/3 at 1600 h. Water was on free access. In situ ruminal incubations

started after 15 days of adaptation to the diet.

Feeds were incubated in the rumen for 3, 6, 12, 24, 48 and 96 h. Three g of ground
samples were put into 5.5 x 12 c¢cm polyester bags (pore size ca. 50 um, model R1020,
Ankom, Fairport, NY). Bags were hooked to a stainless steel weight and placed in the ventral
sac of the rumen at 0800 h. Two successive series of incubations were performed for each
cow. Each series had one bag per feed and incubation time for measurements of DM, N and
NDF degradation. After 3, 6, 12, 24, 48 and 96 h incubation, bags were removed from the
rumen, immersed in cold water and then washed under running tap water until the water
became clear. Zero time disappearance was obtained by washing 2 non-incubated bags per
feed in similar conditions. Bags were kept at 4°C for 48 h then were washed in a washing
machine without detergent until clean water was obtained (4 cycles of 10 min), then dried at
40°C for 96 h and weighed to determine rumen residual DM content. For measurements of
CT disappearance, two bags containing 3 g of feed as specified above were incubated in the
rumen for each feed, each series and each cow. Bags were removed after 24 h incubation and

were treated as above.

For both in situ and in vitro experiments, management of experimental animals
followed the guidelines for animal research of the French Ministry of Agriculture and other
applicable guidelines and regulations for animal experimentation in the European Union
(European Commission, 2010). Approval number for ethical evaluation was APAFIS#8218-
20161151782412

Experiment 2: In vitro fermentation

Fermentations were performed using a batch technique (Rira et al., 2015). The donor animals
were 4 Texel wethers fitted with a ruminal cannula and weighed on average 80.7 £ 6.9 kg.
Wethers were fed daily 900 g hay (natural grassland based on Dichanthium spp.) divided into
equal amounts at 0700 and 1900 h. Wethers were adapted to the diet for 2 weeks before being
used as donors. Four series of 24-h incubations were performed, one per wether. In each

series, control forage and the 6 tannin-rich forages were incubated in duplicate. Samples of
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ruminal contents were obtained through the cannula prior to morning feeding. Contents were
strained through a polyester monofilament cloth (250-um mesh aperture). The liquid phase
was sent to the laboratory within 10 min after rumen sampling. Incubations were performed in
100-mL vials containing 400 mg of feed sample, 25 mL of buffer (Goering and Van Soest,
1970, modified by Mould et al., 2005) and 15 mL of strained rumen fluid. Vials were gassed
with CO,, sealed to ensure anaerobic conditions, and then placed in a water bath at 39 °C for
24 h.

In vitro gas production was measured at 24 h using a pressure transducer. After
recording pressure, a gas sample (5 mL) was taken for CH,4 analysis. For VFA determination,
0.8 mL of filtrate was mixed with 0.5 mL of 4 mg/mL crotonic acid and 20 mg/mL
metaphosphoric acid in 0.5 M HCI and frozen at —20°C until analysis.

Chemical analyses

Feeds and feed residues in bags were analysed according to the Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 1990). Organic matter in feeds was determined by ashing at
550°C for 6 h (AOAC method number 923.03). Nitrogen (N) in feeds and feed residues was
determined by the Dumas method, and crude protein (CP) was taken as N x 6.25 (AOAC
method number 992.15). For residues at 24, 48 and 96 h, residues of the 3 cows were pooled
in order to get enough residue for analysis. Cell wall components in feeds (NDF, ADF, ADL)
were determined using sodium sulphite, without heat-stable amylase and including residual
ash (AOAC methods number 200.04 and 973.18). Enzymatic dry matter digestibility was
estimated in feeds by hydrolysis with pepsin in 0.1 N HCI then with fungal cellulose (Aufrere
etal., 1988).

Soluble CT, protein-bound CT and fiber-bound CT fractions in tannin-rich plants
samples were extracted and analysed according to Terrill et al. (1992). A 0.5 g sample was
extracted thrice with a mixture of 20 mL of acetone/water (7:3, v/v), and 10 mL of diethyl
ether. The tubes were vortexed for 1 min and centrifuged at 27000xg for 15 min, at 4°C. After
each extraction, the upper layer was discarded and the lower diethyl ether and acetone layer

was transferred to a 100 mL volumetric flask and then solvents were evaporated under a
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stream of gaseous N for 10 min. The combined fraction was made up to 100 mL with distilled
water, and used for quantification of the soluble CT fraction. The soluble CT fraction was
determined using the butanol/HCI assay (Porter et al., 1986), by adding 1 mL of the aqueous
extract to 6 mL of n-butanol/HCI (95:5, v/v). This was then vortexed for 30 s, heated at 95°C
on a water bath for 75 min and cooled in ice. The absorbance of the red anthocyanidin
products (i.e., CT) was measured at 550 nm. The solid residues obtained following extraction
of soluble CT were used to determine protein-bound CT. Residues were heated at 95 °C on a
water bath for 45 min with 15 mL of 10 g/L aqueous sodium deodocyl sulphate (SDS)
containing 45 mL of 2-mercaptoethanol (SDS solution). The mixture was centrifuged for 15
min at 27000xg and the supernatant was transferred to a 100 mL volumetric flask. The
process was repeated thrice, the supernatants were pooled and the volume made up to 100 mL
with the SDS solution. The protein-bound CT fraction was estimated by the butanol/HCI, as
described above. Fibre-bound CT were directly measured in the solid residue. Ten mL of
butanol/HCI plus 1 mL of SDS solution was directly added to the solid residue. The mixture
was heated at 100°C on a water bath for 75 min. The samples were then cooled, and
centrifuged at 27000xg for 15 min before the absorbance of the supernatant was measured at
550 nm, as described above. The concentration of CT in soluble, protein-bound and fibre-
bound fractions was calculated with a standard calibration curve of purified quebracho

tannins.

For HT, the rhodanine method was used for determination of gallotannins in feeds
(Inoue and Hagerman, 1988). This method detects only free gallic acid, so esters must be
hydrolysed before determination. The assay uses oxygen-free acid hydrolysis followed by
specific staining of gallic acid by rhodanine (Sigma-Aldrich, U.S.A.). Hydrolysable tannins
were extracted with a 70% aqueous acetone solution in an ultrasonic bath, for 20 min. The
hydrolysis was performed in 2 N H,SO, at 100 °C for 26 h. Absorbance was measured at 520
nm. The gallotannin content was calculated as the difference between values from non-
hydrolysed and hydrolysed samples. The potassium iodate (KIO3) method was used to
estimate total HT (gallotannins and ellagitannins) in feeds (Hartzfeld et al., 2002). This
method consists of the conversion of HT to methyl gallate (Sigma-Aldrich, U.S.A.) via
methanolysis, followed by oxidation with potassium iodate. Oxidation of methyl gallate by
KIO; forms a chromophore, which is determined spectrophotometrically at 525 nm. The
methyl gallate concentration was calculated from a standard methyl gallate calibration curve.

Ellagitannins were calculated as the difference between total HT and gallotannins.
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After in vitro fermentation, gas composition was determined by gas chromatography
(Micro GC 3000A; Agilent Technologies, Les Ulis, France) within 2 h after sampling. Gas
molar concentration was calibrated using a certified standard. Volatile fatty acids were
analysed by gas chromatography using crotonic acid as internal standard on a Perkin Elmer
Clarus 580 GC (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) equipped with a Stabilwax-DA column
(30 m by 0.53 mm i.d.) (Morgavi et al., 2013).

Calculations and statistical analyses

Rumen degradability (D) of DM and N were calculated using an exponential model with lag
time (Dhanoa, 1988):

D(t)=a+b(1-e)

where D = rumen degradability; t = degradation time (0, 3, 6, 12, 24, 48 and 96 h); a = rapidly
degradable fraction (%); b = slowly degradable fraction (%) ; ¢ = degradation rate constant of

the b fraction (h™); L= lag time before the beginning of degradation of the b fraction (h).

The nonlinear procedure (PROC NLIN) of SAS (Statistical Analysis System, 2008)
was used to fit degradation data to the model. This model was chosen after a preliminary
comparison of models with or without lag time, because lag time was higher than 3 h for 4 of
the 6 feeds, and because the model with lag time globally led to lower sum of squares than the
model without lag time. The theoretical degradability derived from the model (TDm) was

calculated from the equation:
TDm=a+[bxc/(c+kp)]

where kp is the passage rate of solid contents out of the rumen. A unique value of 0.04 h™ was
used for all feeds. Rumen degradability of NDF did not fit to the exponential model due to a
linear degradation rate for Calliandra calothyrsus and to erratic variations for other two
forages so that TDm could not be calculated. For NDF calculations of degradability, we used

instead a stepwise method (Kristensen et al. 1982):
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TDs =Z(i=0ton) (Dti+1)-Dti) X p (ti , tis1)
where (Dti+1)-Dt;) is the amount of feed degraded between times ti+; and t. and p (&, ti+1) is
the proportion of feed remaining in the rumen between times t; and ti.; with pg = e**. The
same calculation was alsomade for DM and N degradability in order to highlight the low

difference between TDm and TDs results.

From VFA production in the in vitro experiment, fermented organic matter (FOM)
was calculated by the stoichiometric equation of Demeyer and Van Nevel (1975):
FOM = 162 (0.5 acetate + 0.5 propionate + butyrate + valerate) where FOM is expressed in

mg and VFA in mmol.

Data of both experiments were submitted to the same mixed model using the MIXED
procedure of SAS (2008) including feed (n = 6 for in situ experiment and n = 7 for in vitro
experiment) as fixed effect and animal (n = 3 for in situ experiment and n = 4 for in vitro
experiment) as random effect. Differences between feeds were analysed using the Tukey t-
test. Effects were declared significant when P < 0.05. Principal component analysis was
performed using Minitab® version 17 software (Minitab Inc., State College, PA). Average
values for each of the 6 tannin-rich plants were included for 19 variables: 7 from chemical

composition, 5 from experiment 1 and 7 from experiment 2.

Results
Chemical composition of forages

The CP concentrations varied among forages and ranged from 336 g/kg DM in Leucaena
leucocephala to 69 g/kg DM in Musa spp. (Table 1). Fibre concentrations were high for
Dichanthium spp. and Musa spp (701 and 653 g/kg DM for NDF and 326 and 349 g/kg DM
ADF, respectively). The ADL concentration fell within the range of 20-69 g/kg DM for
control and Manihot esculenta leaves, respectively. Enzymatic DM digestibility was high for
Acacia nilotica pods, Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium and Manihot esculenta
leaves (745, 720, 714 and 668 g/kg DM, respectively), moderate for control (529 g/kg DM),
and low for Musa spp and Calliandra calothyrsus leaves (406 and 359 g/kg DM,

respectively).
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Fractionation of CT revealed differences among forages (Table 1). Free CT fraction
was higher for Calliandra calothyrsus leaves and Acacia nilotica pods (194 and 91 g/kg DM,
respectively) than for Manihot esculenta, Leucaena leucocephala, Musa spp, and Gliricidia
sepium leaves. For all forages, a large proportion of CT was bound to protein compared to
fibre-bound CT fractions (~ 80 vs 30.5 g/kg DM, on average).

The greatest concentration in HT was observed for Acacia nilotica pods (350 g/kg
DM), followed by Calliandra calothyrsus leaves (33 g/kg DM). For the others forage leaves,
HT content was negligible, the least concentration was obtained in Musa spp leaves (4 g/kg
DM). For all forages, ellagitannins are predominant compared to gallotannins, and represent
76% and 82% of total HT for Acacia nilotica pods and Calliandra calothyrsus leaves,

respectively.

In situ dry matter, N and NDF degradability

Dry matter and CP ruminal degradation parameters varied with plant species (Table 2). For
DM, Acacia nilotica pods had the highest soluble fraction (a), while the lowest value was
obtained for Calliandra calothyrsus leaves. Leucaena leucocephala and Manihot esculenta
leaves had similar values of a 37.3 and 39.2%, respectively. The potentially degradable
fraction (b) was similar for Leucaena leucocephala and Manihot esculenta leaves (45.7 and
41.4%, respectively) and both of them were significantly greater than that of Acacia nilotica
pods, Gliricidia sepium and Calliandra calothyrsus leaves which had comparable values
(30.4, 26.7 and 25.2%, respectively). The lowest value was recorded for Musa spp leaves
(14%). The rate of degradation of the insoluble fraction (c) was higher for Manihot esculenta
leaves (0.189 h™) compared to the other plants. Calliandra calothyrsus leaves were the most
slowly degraded (0.022 h™). A lag time was shown for all forages except for Calliandra
calothyrsus. Dry matter degradability was the highest for Acacia nilotica pods, Gliricidia
sepium and Manihot esculenta leaves, with Leucaena leucocephala leaves being intermediate
and Musa spp and Calliandra calothyrsus leaves the lowest. The theoretical degradability
calculated according to the model and according to a stepwise calculation gave similar results

with the same ranking.
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The soluble fraction (a) of N was highest for Manihot esculenta leaves (47.5%)
compared to Calliandra calothyrsus leaves which had the lowest value (24.7%) (Table 2).
Acacia nilotica pods, Leucaena leucocephala and Gliricidia sepium leaves exhibited greater b
values (~ 53.5%, on average) than the other forages, and there was no difference between
Calliandra calothyrsus and Manihot esculenta leaves (45.1 and 45.0%, respectively). As for
DM, c value was highest for Manihot esculenta and lowest for Calliandra calothyrsus leaves
(0.155 vs 0.013%). Acacia nilotica pods Leucaena leucocephala and Musa spp leaves were
degraded at the same rate (~ 0.037%, on average). Manihot esculenta leaves had the highest N
degradability, followed by Leucaena leucocephala leaves (76.2 and 65.7%, respectively).
Acacia nilotica pods and Gliricidia sepium leaves had similar N degradability (63.7 and
61.8%, respectively). Both Musa spp and Calliandra calothyrsus leaves had the lowest N
degradability (~ 33.2%, on average). As for DM, the N theoretical degradability calculated

according to the model and according to a stepwise calculation were similar.

Theoretical NDF degradability calculated with the stepwise method ranged between
28.4% and 35.8% for Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala, Musa spp and Manihot
esculenta leaves. Acacia nilotica pods and Calliandra calothyrsus leaves was characterised by

much lower values with 14.5% and 6.3%, respectively.

Condensed tannins, N and NDF disappearance

Results of 24-h tannins, N and NDF disappearance are presented in Table 3. Disappearance of
total CT was significantly different between forages (P < 0.01) and ranged from 58.2% for
Calliandra calothyrsus leaves to 94.9% for Gliricidia sepium. Free CT completely
disappeared (100%) after 24 h, for all plant species except for Acacia nilotica pods and
Calliandra calothyrsus leaves (98.3 and 97.4%, respectively). For protein-bound CT,
Gliricidia sepium leaves exhibited the highest proportion of disappearance (92.9%) while for
Calliandra calothyrsus leaves no disappearance was observed. Manihot esculenta and Musa
spp leaves showed similar intermediate values of disappearance. Despite numerical
differences, no significant difference among forages was observed for fibre-bound CT (P>
0.05). They disappeared at 82.1%, on average.
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In order to compare the disappearance of N and protein-bound CT on one hand, and of
NDF and fibre-bound CT on the other hand, the disappearance of N and NDF was calculated
after 24 h of incubation in the rumen. NDF disappearance was highest for Manihot esculenta,
Leucaena leucocephala and Gliricidia sepium leaves (~36.3%, on average), intermediate for
Musa spp leaves (27.8%) and lower for Acacia nilotica pods and Calliandra calothyrsus
leaves: 11.5 and 5.1%, respectively. Nitrogen disappearance was high and relatively similar
for Manihot esculenta leaves, Leucaena leucocephala leaves, Gliricidia sepium leaves and
Acacia nilotica pods (~74.3%, on average). However, it was low for Calliandra calothyrsus

and Musa spp leaves: 31.7 and 33.8%, respectively.

In vitro ruminal fermentation of forages

Table 4 shows total gas, CH, and VFA production, after 24 h of fermentation. Compared to
control, total gas production was highest for Gliricidia sepium leaves (28.01 mL/ 24h) and
lowest for Musa spp leaves (11.90 mL/ 24h) (P < 0.001). Methane production was the highest
and did not differ significantly for control, Gliricidia sepium and Manihot esculenta leaves,
whereas Acacia nilotica pods and Calliandra calothyrsus leaves exhibited the lowest CH,4
production when compared to control (P < 0.001). Leucaena leucocephala leaves generated
intermediate value. Total VFA production was different between forages (P < 0.001), being
higher with control, Gliricidia sepium and Manihot esculenta leaves (~ 48.7 mM/24h on
average). Calliandra calothyrsus leaves showed the lowest total VFA production (27.14
mM/24h). All forages produced more acetate than control (54.15% of total VFA). Propionate
proportion ranged from 23.67 for Leucaena leucocephala to 17.2% for Manihot esculenta
leaves, control being intermediate. Acetate:propionate ratio was the lowest for Leucaena
leucocephala, and the highest for Acacia nilotica ; the ratio was intermediate for the other
tannin-rich plants.Fermented organic matter when expressed in mg / 24 h or in % of OM was
higher for control and Gliricidia sepium leaves than for other forages, with the lowest value

for Calliandra calothyrsus leaves.

Relationships between tannins content and in vitro and in situ parameters
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Interaction between tannins content and in vitro and in situ parameters are presented through a
Principal Component Analysis. Figure 1 shows the first two axes which explain 70% of total
variability: eigen values are 49 and 21% for axis 1 and axis 2, respectively. The different
indicators of the extent of ruminal degradation of carbohydrates are close: IVDMD obtained
by chemical analysis, DM degradability in situ, total gas production, VFA production and
FOM in vitro. In situ DM and N degradabilities and in vitro CH,4 production are opposed to
total CT content and to CT fractions (protein-bound CT and fibre-bound CT). Hydrolysable
tannins are correlated to in situ DM and N degradabilities and in vitro CH;and VFA

production but opposed to CT content. NDF content is opposed to in vitro CH,4 production.

Discussion

Tannin composition of forage species

All plant species used in this experiment were rich in CT; however, reported concentrations
are highly variable in the literature. The amount of CT in Acacia nilotica is inconsistent: some
studies reported 5 g/kg DM (Nsahlai et al., 2011; Pal et al., 2015) others 146 g/kg DM (Phale
and Madibela, 2006). For Leucaena leucocephala, Manihot esculenta and Gliricidia sepium,
Yusiati et al., (2018) reported a low CT content, but Molina-Botero et al. (2019) reported a
CT content of Gliricidia sepium higher found in this study. For the plant species used in this
work, the amount of CT was higher than that previously reported in plants of the same origin
but using the vanillin-H,SO4 method for CT detection (Rira et al., 2015). The CT content of
Calliandra calothyrsus reported in this experiment is similar to the maximum CT content
reported in the literature (368 g/kg DM, Tuwei et al., 2003). Generally, when using targeted
extraction of different fractions of CT, total CT concentration is high. Several authors
reported high values of CT when they extracted bound CT and free CT separately (Rubanza et
al., 2005, Gasmi-Boubaker et al., 2005, Dentinho and Bessa, 2016). We hypothesise that the
method of analysis that we used for CT, which involves a double-extraction procedure and
different solvents, extracts more tannins than more rapid methods. In fact, extraction of free
CT from the vacuole is very fast whereas the complete extraction of the cell wall-associated
fraction is 14 times longer than the extraction of the vacuolar fraction (Hanlin et al., 2010).

Moreover, it is well established that a variable but often important fraction of tannins may
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resist to acetone/water extraction (Dentinho and Bessa, 2016) but can be recovered in other

solvents like SDS/ mercaptoethanol for protein-bound CT.

The proportions of the three CT fractions mentioned in the literature are variable
depending on studies and feeds, but the general ranking is: free CT > protein-bound CT >
fibre-bound CT for plants used in this study such as Leucaena leucocephala and Calliandra
calothyrsus; (Terrill et al. (1992), Jackson et al. (1996), Palmer et al. (2000), Dentinho and
Bessa (2016)). However, exceptions were noted by some authors like Rubanza et al. (2005)
who reported that protein-bound CT were higher than free CT in six species of Acacia, among
others Acacia nilotica, and Perez-Maldonado and Norton (1996) who reported similar
proportions of free, protein- and fibre bound-CT with a Desmodium. In our trial, the ranking
varied with species, and protein-bound tannins were higher than free tannins for 4 plants
among 7. An atypical and unexplained result was the very low free CT proportion for
Gliricidia sepium, but Jackson et al. (1996) and Giner-Chavez et al. (1997) reported similar

results.

In animal nutrition studies, the HT content of plant species is often unmeasured, or
measured using non-specific methods: they are often calculated by difference between total
tannins and CT measured by the butanol-HCI method, total tannins being calculated by
difference between the Folin-Ciocalteu method before and after addition of
polyvinylpolypyrrolidone, a tanning-binding agent. In our study, total HT content was
determined with methods which specifically measured the content in total HT and
gallotannins. Among plant species studied, only Acacia nilotica appears rich in HT (Rira et
al., 2019). Goel et al. (2015) also reported high values (186 g/kg DM, estimated by the
difference between total tannins and CT). Yusiati et al., (2018) determined HT using Folin-
Ciocalteu and butanol-HCI methods and found higher HT contents for Leucaena leucocephala,
and Gliricidia sepium, and similar contents for Manihot esculenta compared to our study. Few
measurements of HT are available for these forages because there are known as sources of

CT, but they are also a minor source of HT.

Variation in HT and CT contents among studies can be due to factors other than
methodology, such as type of subspecies (e.g. Mahdi et al., 2006, for Acacia nilotica pods),
plant stage of maturity, location, climatic conditions (e.g. Tuwei et al., 2003 for Calliandra

calothyrsus), and soil characteristics which are determinants of tannin concentration in plants.
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Results obtained on forage samples used in this experiment cannot be considered as reference
of the species. Data from Giner-Chavez et al. (1997) show that for a same species, condensed
tannins content can vary within a 4- to 6-fold range, depending on plant origin.

Fate of tannins in the rumen

Data related to tannin disappearance in the digestive tract of ruminants are scarce.
Hydrolysable tannins can be degraded in the rumen (Brooker et al., 1994, Goel et al., 2005).
This degradation due to microbial enzymes starts with the action of a tannase which results in
gallic acid, followed by a decarboxylation resulting in different phenolic compounds, acetate
and butyrate among others (Bhat et al., 1998, Patra et al., 2012; Singh et al., 2012). Degraded
products are absorbed and excreted in urine (Murdiati et al., 1992). For this reason, we did
not quantify them after incubation; even if they will be undegraded, HT would be washed out

of the bags.

Most authors agree that there is no evidence for free CT degradation by microbes in
the rumen (McSweeney et al., 2001, Patra et al., 2012); there is no data about CT absorption
by the rumen wall and it has been shown that there is no post-ruminal absorption of CT
(Terrill et al., 1994). A 100% ruminal disappearance of free CT is logical because they are
water-soluble and are washed out of the bags. Disappearance was higher than 97% but not
total for Acacia nilotica pods and Calliandra calothyrsus leaves. This may be an analytical
artefact, but can be explained by the linkage of a part of dietary free CT with dietary proteins
or fibre, or with microbial enzymes which makes them insoluble. A 99% disappearance of
free CT of Calliandra calothyrsus between mouth and faeces was observed by Perez-
Maldonado and Norton (1996).

It may be hypothesized that the disappearance of CT linked to proteins is proportional
to N degradation in the rumen. However, the relation observed in this study did not support
this hypothesis. Only Calliandra calothyrsus has simultaneously a low N degradation and no
disappearance of protein-bound tannins. A negative value for disappearance was even
obtained. This may be due to a technical bias. As reported by Dentinho and Bessa (2016)

interactions with the insoluble matrix, proteins, polysaccharides and other polymers can
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decrease the solubility of tannins in the extractant, underestimating tannin content of feed.
Another hypothesis is a linkage of dietary free CT with proteins. According to Hagerman
(1989), if CT are present in excess, all proteins available are tannin-bound, leading to
insoluble complexes. This is the case for Calliandra calothyrsus which contains 361 and 217
g/kg of total tannins and proteins, respectively. The disappearance of the other plants of our
trial ranged from 21 to 98%; Perez-Maldonado and Norton (1996) found a disappearance of
45% for Desmodium hay. This range of variation between plants may be due either to
differences in strength of binding between protein and tannins, or to the possible washing out

of the bags of a part of proteins.

The fibre-bound CT generally represent a small proportion of the total CT content of
plant species, but their disappearance in the rumen is very variable: between 61 and 98%
according to the species in our trial. On the contrary, Degen et al. (2015) found that only 40%
of fibre-bound tannins disappeared between mouth and faeces, but most of remaining tannins
were bound to ADF and ADL fractions, and amounts of ADF- and ADL-bound tannins was
higher in faeces than in intake. Perez-Maldonado and Norton (1996) found a disappearance of
70% in fibre-bound tannins from Desmodium between mouth and faeces, but only 3 to 10% of
disappearance between intake and flow leaving abomasum. Taken together, these results
apparently inconsistent show the extent of changes in tannin-fibre binding postruminally.
Fibre and tannins are bound, as protein and tannins, by hydrogen bonds and hydrophobic
interactions, and Dentinho and Bessa (2016) showed that these interactions are reversible;
tannins are released at pH 2, in the abomasum, and can bind between pH 6 and 8, in the
rumen and the large intestine. As a consequence, our results can be compared only with in
vitro incubations by Terrill et al. (1994); the very high disappearance they found could be due

to the use of purified CT, of which the origin was not reported in the publication.

In situ dry matter, N and fibre degradation

In situ DM theoretical degradability varied from ~32% for Calliandra calothyrsus and Musa
spp to ~65% for the other 4 species. These values were close to N theoretical degradability for
the 6 plants: ~34% for Calliandra calothyrsus and Musa spp, 61-66% for Leucaena
leucocephala, Glyricidia sepium and Acacia nilotica, and 76% for Manihot esculenta. The
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DM degradability for Calliandra calothyrsus was explained by a 58% disappearance of
condensed tannins, which represent one third of plant DM, compensated for by a 6%
degradability of NDF. The degradability of Musa spp. was explained by a 31% degradability
of NDF, which represents 65% of DM. In both cases the rate constant ¢ was very low. The
high degradability of the other 4 plants was due in part to the extensive degradability of CT,
and to the total disappearance of HT from bags. For the other 4 plants theoretical
degradability is similar, but content in CT or total tannins is very different among plants,
showing that tannin content is not a main driver of DM degradability. These values are often
different from literature data, but a comparison is difficult, because chemical composition,
especially in fibre, lignin and tannin content, varies among studies due to differences in origin
and vegetative stage of samples. Khazaal et al. (1993) did not find a relationship between total
extractible tannins of plants and DM disappearance after incubation in situ. Even when our
results are similar to literature data, this can correspond to different mechanisms. For instance,
Cheema et al. (2011) reported similar DM degradability for Acacia nilotica but a lower
soluble fraction (a) and a higher rate constant (c) than in our study.

Methane production: relationship with dry matter degradability and tannin content

Rumen in situ degradability, fermentation estimated through in vitro gas or VFA production,
and in vitro CH,4 production are negatively correlated to CT content of plants as suggested by
the PCA, both being reduced by CT, whereas rumen fermentation and CH, production vary in
the same way. Compared to control, Acacia nilotica, Calliandra calothyrsus and Musa spp
reduced CH, production to the same extent but probably not for the same reasons. The low
CH, production of Musa spp is a consequence of a very low DM and NDF degradability.
However, an inhibition of fermentation by other secondary compounds is not excluded:
Marie-Magdeleine et al. (2010) found large amounts of polyphenols other than tannins in
Musa spp leaves. For Acacia nilotica and Calliandra calothyrsus, tannins are the most
plausible cause of CH, inhibition suggested by lower CH,4 percentage in total gas for Acacia
nilotica versus other plants. Tannin concentration is often considered as the most influential
factor affecting ruminal fermentation (Patra and Saxena, 2011). However, it is obvious that
the response could also vary between different tannin sources supplemented at a similar level.
Calliandra calothyrsus had the highest CT content and CH, inhibition is dose-dependent
regardless of the plant species, as shown by Rira et al. (2015). Naumann et al. (2018) reported
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that structural features of CT has a limited effect on in vitro CH4 production and on the ability
to tannins to bind with proteins. The Acacia nilotica contains CT but is especially rich in HT,
and Rira et al. (2019) showed that HT could be more efficient to reduce CH,4 than CT. In this
study, Gliricidia sepium and Manihot esculenta did not decrease CH, production. In previous
experiments, Gliricidia sepium was less effective than Leucaena leucocephala and Manihot
esculenta to decrease methane in vitro (Rira et al., 2015) and in vivo (Archiméde et al., 2016).
The absence of effect of Manihot esculenta on CH, production in this study is unexpected, but
is consistent with the large variability of response of CH,4 production to CT for a same plant
(Piluzza et al., 2014).

Several authors have reported that HT can reduce CH, production without
compromising overall ruminal fermentation, but to date only extracts were studied: Bhatta et
al. (2009) with chestnut and myrabolam, Hassanat and Benchaar (2013) with chestnut and
valonea, Jayanegara et al. (2015) with chestnut and sumach and Salami et al. (2018) with
chestnut and tara. This has been recently confirmed in vitro for the first time with HT of a
whole plant, Acacia nilotica (Rira et al., 2019). It is likely that HT do not interfere with rumen
fermentation because they do not bind to protein or fibre, and do not have an inhibitory effect

on rumen microbes, due to their rapid disappearance in the rumen.

Conclusion

In situ technique combined with analyses of the different fractions of CT in feeds and bag
residues is a valuable tool to understand the mechanisms underlying the effects of tannins on
degradability. All plant species were characterized by CT content greater than the threshold
value that affects both nutrient utilization and CH,4 production in the rumen, but they were
well degraded except Calliandra calothyrsus, because the sample used in this work was
extremely rich in CT and Musa spp. which was very high in fibre. However, the most
remarkable result is the strong antimethanogenic effect of Acacia nilotica pods, which were
particularly rich in HT. This study confirms that HT-rich plants have an interesting potential
to decrease CH, production without negative effect of carbohydrate fermentation. Provided
they are not toxic, as it is the case for Acacia nilotica, their practical use in feeding ruminants

should be investigated more extensively.
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Table 1 Chemical composition and enzymatic digestibility, in g/kg DM, of plants used in experiments

Dichantium spp. ﬁﬁifiija g;loliﬁndra Gliricidia Leucaena Manihot Musa
yrsus  sepium leucocephala esculenta spp
Pods Leaves Leaves leaves leaves leaves
Organic matter 927 956 956 891 897 914 895
Crude protein 84 140 217 250 336 294 69
NDF 701 227 333 240 223 285 653
ADF 326 152 228 147 125 202 349
ADL 20 38 63 57 46 69 63
Total condensed tannins  ND 157 361 112 180 166 128
Free ND 91 194 5 54 59 38
Linked to protein ND 51 125 69 83 95 57
Linked to fibre ND 15 42 38 43 12 33
Hydrolysable tannins ND 350 33 9 13 12 4
Gallotannins ND 84 6 Traces Traces Traces Traces
Ellagitannins ND 266 27 9 13 12 4
Enzymatic DM
529 720 406 714 745 668 359

digestibility

ND: not detected
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Table 2 Dry matter and N degradability™ in the rumen

Acacia Calliandra Gliricidia Leucaena Manihot Musa spp
nilotica calothyrsus sepium leucocephala esculenta leaves SEM P Value
pods Leaves leaves leaves leaves
Dry matter degradability
a (%) 53.5% 22.1° 49.5 37.3° 39.2° 27.7° 0.88 <0.001
b (%) 30.4° 25.2° 27.6° 45.7° 41.4° 14.0° 1.86 <0.001
a+b (%) 84.0° 47.3° 77.2° 83.1° 80.6° 41.8° 1.92 <0.001
c(h™) 0.038% 0.022° 0.170%® 0.075%® 0.189° 0.027° 0.0337 0.013
L (h) 4.24%® 0.00° 5.84° 2.68% 5.95° 4.90® 1.595 0.026
TDmM? (%) 65.2° 30.9° 65.6° 63.3° 66.0° 32.2° 0.46 <0.001
TDs*(%) 65.7° 32.0° 65.1° 63.8° 65.5° 33.2° 0.70 <0.001
N degradability
a (%) 40.1° 24.7° 37.8™ 35.6° 47.5° 29.7° 0.74 <0.001
b (%) 58.6 45.1%* 47.3 54.6° 45.0® 13.4° 6.29 0.004
a+b (%) 08.7° 69.8% 85.12 90.2° 92.6° 43.1° 6.34 <0.001
c(h™) 0.031 0.013°¢ 0.076° 0.054" 0.155° 0.025*  0.0115 <0.001
L (h) 1.88™ 0.00° 5.95° 0.52° 5.40% 8.54° 0.912 <0.001
TDM* (%) 63.7° 33.2¢ 61.8° 65.7° 76.2° 33.3¢ 0.57 <0.001
TDs? (%) 64.1° 34.7° 61.1° 66.2° 75.7 34.1° 0.64 <0.001
NDF degradability
TDs? (%) 145° 6.3¢ 28.4° 30.0° 35.8° 30.7%* 1.27 <0.001

! Degradation D was modelled according to the equation D(t) = a + b (1-e™*")) where a is the rapidly degraded fraction, b the slowly degraded
fraction, c the rate of degradation of fraction b, t the time of incubation in the rumen and L the lag time.

2 TDm : theoretical degradability calculated according to the model ; TDs : theoretical degradability calculated according to a stepwise calculation.
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Table 3 Disappearance (%) of condensed tannins, N and neutral detergent fibre in the rumen after 24 h of incubation

Acacia Calliandra Gliricidia Leucaena Manihot
- . Musa spp SEM P Value
nilotica calothyrsus Sepium Leucocephala esculenta
Condensed tannins 73.0¢ 58.2° 94.9% 77.8% 88.6% 84.3" 2.10 <0.001
Free 98.3 97.4 100.0 100.0 100.0 100.0 - -
Linked to protein 21.3¢ -7.8° 92.9% 58.0° 83.0% 72.7 3.24 <0.001
Linked to fibre 83.0 60.8 98.0 87.9 76.4 86.4 8.23 0.10
N 65.3° 31.7°¢ 68.8° 73.9° 89.1° 33.8°¢ 2.93 0.001
NDF 11.5% 5.1° 31.6%® 33.8%® 43.4° 27.8%® 8.21 0.012
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Table 4 In vitro ruminal fermentation of plants

Control Acacia Calliandra Gliricidia Leucaena Manihot Musa spp SEM P value
nilotica calothyrsus sepium leucocephala esculenta leaves
Total gas production (mL / 24h) 34.41° 23.26° 16.25¢ 28.01° 24.28" 27.95° 11.90° 1.630 <0.001
Methane production (mL / 24h) 3.92% 1.75° 1.66° 3.54% 2.59" 4.00°% 1.41° 0.201 <0.001
Total VFA production (mM / 24h) 45.61° 31.98™ 27.14° 52.49° 41.53* 48.11° 31.96™ 3251  <0.001
VFA! composition (%)
Acetate 54.15° 68.05° 65.01° 63.56° 61.21% 64.92° 62.79% 2.079  0.003
Propionate 19.08%® 18.07° 19.43%* 18.34° 23.67° 17.20° 18.20° 1.084  0.010
Butyrate 19.92° 6.28" 5.32° 9.21%® 6.50 ™ 8.28" 6.77" 0.861  <0.001
Isobutyrate 1.40" 0.92° 2.24%® 2.19%° 1.78" 2.25% 2.97° 0319  <0.001
Isovalerate 2.30° 2.26° 4.24° 3.19% 3.13% 3.52% 4.28° 0.761  0.005
Valerate 2.91° 4.28% 3.46% 3.30% 3.52% 3.67% 4.64° 0.469  0.010
Caproate 0.25%¢ 0.13° 0.29% 0.21%¢ 0.20%° 0.16"™ 0.35° 0.045  0.003
Acetate:propionate 2.88% 3.90° 3.41%® 3.49% 2.59° 3.78%® 3.47% 0.281  0.038
(Acetate + butyrate):propionate 3.94 4.25 3.69 3.99 2.86 4.27 3.84 0.301 0.060
Fermented organic matter (mg /24 h)  177° 112" 90° 180° 142 165 105™ 11.3 <0.001
Fermented organic matter (% OM) 47.3% 28.8™ 23.4° 51.0° 39.0™ 44 9% 29.9% 2.95 <0.001

TVFA: volatile fatty acids.
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Fig.1 Principal component analysis: contribution of variables of feed characterization, and

from Experiment 1 and Experiment 2.

Abscissa and intercept represent the two main components accounting for 49 and 21% of total variability,
respectively. Figures are eigenvalues of the correlation matrix. Observations are average values for each tannin-
rich feed (n = 6).Variables of feed characterization: NDF: neutral detergent fiber; FbCT: fibre-bound condensed
tannins; FrCT: free condensed tannins; PCT: protein-bound condensed tannins; TCT: total condensed tannins;
HT: hydrolysable tannins; 1\VVD: in vitro digestibility. Variables from Exp. 1: DMD: dry matter degradability;
CPD: crude protein degradability; FbCTD: fibre-bound condensed tannins disappearance; PCTD: protein-bound
condensed tannins disappearance; TCTD: total condensed tannins disappearance. Variables from Exp. 2: VFA:
total volatile fatty acid production; A:P: acetate:propionate ratio; AB:P: (acetate + butyrate):propionate ratio; B:
butyrate, % total volatile fatty acids; CH4: methane production; Gas: total gas production; FOM: fermented

organic matter.
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Chapitre 5 : Discussion générale
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Nous n’aborderons dans cette discussion que les points les plus significatifs de ce
travail, en la focalisant sur la production de CH, entérique chez les ruminants en zone
tropicale et le r6le des tanins pour la réduire, mais aussi sur des aspects peu étudiés comme le
devenir des tanins dans le rumen. Les aspects plus périphériques par rapport au sujet de la
these ne seront pas repris ici.

I. Fourrages tropicaux et méthane

A son échelle, la communauté scientifique réagit a I'état d'urgence que nous impose le
réchauffement climatique : elle a donc placé, entre autres, le CH4 parmi les sujets de recherche
prioritaires. Sur les derniéres décennies, de nombreuses études sur ce GES ont vu le jour dans
le but tout dabord de comprendre les sources émettrices de CH,; parmi les activités
anthropiques, puis de rechercher un moyen de lutter contre la méthanogénése.

1.1/ Particularités des fourrages tropicaux : composition chimique et type de

photosynthése

Les pays tropicaux sont pointés du doigt en raison de la faible productivité animale par kg
de lait ou de viande (Gerber et al., 2011) due en grande partie a la faible digestibilité des
fourrages tropicaux. Celle-ci est due a une teneur en parois (NDF, ADF) et en lignine plus
élevée que celle de fourrages tempérés a un stade de végétation comparable (Assoumaya et
al., 2007). De plus, les graminées tropicales se caractérisent par un fort potentiel de
production en raison de leur type de photosynthése en C4, par rapport a la photosynthése en
C3 pour les graminées tempérées (Wilson, 1994). Les comparaisons directes entre animaux
alimentés avec des graminées tempérées ou tropicales au sein d’une méme étude sont rares
dans la littérature, encore plus celles qui s’intéressent aux différences fermentaires et
microbiennes entre un génotype tempéré et un génotype tropical sous le méme
environnement. Le premier objectif de notre travail a été de mesurer les émissions de CH,4
entérique de graminées tropicales et tempérées différant par leur stade de maturité et leur
composition chimique par des ovins tropicaux (Blackbelly) et tempeérés (Texel),
simultanément sous un climat tropical et tempéré. Nous rappelons que notre étude est une
premiére qui a nécessité le voyage par bateau des fourrages tropicaux des Antilles vers la
France et des fourrages tempérés de la France vers les Antilles, en maintenant les conditions
expérimentales identiques sur les deux sites tout au long de I’expérience. Ceci a permis une
interprétation plus fine des différences entre le site tropical et le site tempéré dans la

production de CHy, la fermentation ruminale, et 1’écosysteme microbien.
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Les résultats obtenus ont montré que les fourrages tropicaux utilisés étaient plus riches en
fibres que les fourrages tempérés (742 et 604 g/kg MS, respectivement), quel que soit le stade
de maturité du fourrage. Cette différence est représentative de ce qui est observé dans la
bibliographie. Inversement les fourrages tempérés se caractérisent par leur teneur en protéines
légérement supérieure par rapport aux fourrages tropicaux (108 et 94 g/kg MS,
respectivement). Les différences de teneur en fibres et en protéines entre les foins de bonne et
de mauvaise qualité d’origine tropicale et tempérée étaient importantes, de sorte que les
fourrages étudiés recouvraient la forte diversité trouvée dans les conditions de la pratique. Le
stade de maturité a une influence majeure sur la composition des fourrages. L’augmentation
des fibres et la diminution des protéines associées a 1’avancement en age de la repousse sont
des tendances classiquement observées chez les graminées en C4 et en C3. Le métabolisme
énergétique de base de la photosynthése explique I’écart entre les graminées de climat
tempéré qui ont un cycle de carbone en C3 et les especes de climat tropical qui ont un cycle
en C4. Ces cycles aboutissent a la production de glucides plus ou moins complexes, le
principal étant la cellulose. Le cycle en C4 est beaucoup plus efficace en milieu tropical et
fonctionne avec moins d’azote que celui en C3 ; les especes en C4 ont un développement
optimal a des températures plus élevées que les espéces en C3 (entre 30 et 40°C et 15 et 20
°C, respectivement) et leur croissance est rapide, exploitant au maximum une période de
végétation courte. Les plantes en C3 ne produisent des chaines carbonées qu’en présence de
lumiere, alors que les plantes en C4 emmagasinent de 1’énergie pour permettre a la plante de
produire des chaines carbonées la nuit, d’ou leur croissance plus rapide (Klein et al., 2014).
Globalement les graminées en C4 sont plus pauvres en sucres solubles (-40 g/kg MS) et en
protéines (-38 g MAT/kg MS) et plus riches en fibres (+160 g NDF/ kg MS) que celle en C3
(Tableau 2) (Archimeéde et al., 2011).
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Tableau 2. Principales caractéristiques des graminées en C4 comparativement aux graminees

en C3 et aux pailles (d’aprés Assoumaya et al., 2007)".

Gramineées en C4 Graminées en C3 Paille
Item Moyenne (ET) n Moyenne (ET) n Moyenne (ET) n
NDF (g/kg MS) 701 (88) 529 541 (136) 685  760( 70) 54
MAT (g/kg MS) 97 (45) 679 134 (62) 796 54(29) 71
dMO (%) 59,8 (7,6) 563 64,0 (10,1) 490  51,5(5,8) 59
MS%PV 1,95 (0,6) 500  2,03(0,7) 527 1,63(0,6) 55

1 ET=écart type ; n= nombre de traitements.

1.2/ Part de I’environnement dans la production de méthane et les processus ruminaux

L’effet propre du site d’expérimentation, en zone tempérée ou tropicale, n’est significatif
ni pour I’ingestion rapportée au poids vif (mode d’expression le plus pertinent en raison des
différences de poids entre les animaux des deux races dans les deux sites), ni pour la
production de CH,, la concentration en AGV, ou la population de protozoaires totaux.
L’absence de variation de I’ingestion signifie que les différences d’ingestion des fourrages
entre la zone tempérée et la zone tropicale sont dues a la nature des fourrages. Par contre, en
milieu tropical, la digestibilité et le temps de séjour des particules sont plus élevés, ainsi que
la population de bactéries totales et d’archées méthanogenes, alors que celle d’une catégorie
de protozoaires, les petits entodiniomorphes, est plus faible. La variation de la digestibilité est
certainement due a un effet de la température ambiante, dont il a été montré que
I’augmentation entrainait un accroissement du temps de sé€jour des aliments dans le rumen
(revue de Morand-Fehr et Doreau, 2001) ; il est possible qu’elle soit également liée a une
augmentation de la population bactérienne, bien qu’il eiit été préférable de connaitre 1’activité
des bactéries. La plus faible quantité de petits entodiniomorphes en milieu tropical a pu
entrainer une plus faible prédation des bactéries, ce qui pourrait expliquer leur nombre accru.
Un changement dans la diversité et la structure du microbiote ruminal avec la température et
I’humidité avait été observé par Tajima et al. (2007) et Romero-Perez et al. (2011), mais ces
auteurs n’avaient pas quantifié les bactéries. Les bactéries cellulolytiques que nous avons
ciblées n’ont pas été affectées par le site, a 1’exception de Fibrobacter succinogenes, qui était

plus abondante dans le site tempéré. Mais cette espece dégrade les fibres sans produire de H,
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et ses variations n’entrainent donc pas de changement de la production de CH4 (Chaucheyras-
Durand et al., 2010). Au contraire, la population des espéces cellulolytiques productrices de
H, et générant donc du CH, comme les Ruminococci (Morgavi et al., 2010) n’a pas varié avec

le site.

La différence de quantité¢ d’archées méthanogénes que nous avons observée entre milieu
tempéré et milieu tropical n’avait a notre connaissance jamais ét¢é montrée auparavant.
Toutefois, elle n’a pas été suffisante pour entrainer des différences de production de CH, ; on
peut penser que la population d’archées méthanogenes n’est pas un facteur essentiel régissant

la production de CHa.

1.3/ Effet de la nature des fourrages sur la production de méthane

Le schéma expérimental de cet essai, permettant de différencier les effets du site de ceux
de la nature des fourrages, a ainsi permis de montrer la prédominance de I’effet fourrage, tant
sur I’ingestion que sur la production de CH,4. L’ingestion a été plus élevée pour les graminées
en C3 que pour les graminées en C4, mais la digestibilité des graminées en C4 était inférieure
a celle des graminées en C3. Ces résultats sont en accord avec la littérature (Leng 1990,
Kennedy 1995, Assoumaya et al., 2007). L’ingestion d’un fourrage est liée a son temps de
séjour dans le rumen qui lui-méme varie dans le méme sens que sa teneur en fibres ;
logiquement dans notre essai le temps de séjour dans le rumen a été plus faible pour les

graminées tropicales.

Concernant la production de CH,4 les graminées en C3 générent moins de CH,4 quel que
soit son mode d’expression (g/’kg MSI ou MODI). Il est admis que les graminées tropicales
sont associées a des émissions de CH,4 plus élevées par kg de MS ingérée que les graminées
tempérées (Kurihara et al., 1999; Ulyatt et al., 2002) en liaison avec une plus grande
lignification et, par suite, avec un temps de séjour plus long des aliments dans le rumen.
Toutefois, les comparaisons directes entre les graminées tropicales et tempérées sont trés
rares, a notre connaissance seuls Margan et al. (1988) ayant trouvé une production de CH,
plus élevée de 23% avec des graminées en C4 qu’avec des graminées en C3 dans un méme
site. Archimeéde et al. (2011) ont conclu d’une méta-analyse portant sur 22 études que les
émissions de CH, étaient plus élevées de 12 % pour les ruminants alimentés avec des
graminées en C4 que pour ceux alimentés avec des graminées en C3. Pour les graminées en

C4, les émissions de CH,4 ont éteé plus élevees avec le foin de mauvaise qualité. En revanche,
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aucun effet du stade de maturité n’a été observé pour les graminées en C3. L’effet du stade de
maturité sur les émissions de CH,4 pour les fourrages en C3 est controversé : absence de
différence pour certains auteurs (Pinares-Patifio et al., 2003; Molano et Clark, 2008; Hart et
al., 2009), émissions plus élevées avec un stade de maturité avancé pour d’autres (Boadi et al.,
2002 ; Jonker et al., 2015). Cette absence de cohérence est dii au fait qu’un stade de maturité
avancé entraine une augmentation de la teneur en parois, qui tend a augmenter la production

de CHy, et une baisse de digestibilité, ce qui tend a la réduire.

Dans notre étude il n’y avait aucun effet du type de fourrage (C3 ou C4) sur le nombre de
protozoaires, de bactéries totales et cellulolytiques ou d’archées méthanogénes. Pitta et al.
(2010) ont montré une forte variation de diversité des bactéries ruminales pour des bouvillons
alimentés avec des fourrages en C3 ou en C4 mais ces auteurs n’ont pas quantifié¢ les
populations. Nous avons trouvé une interaction importante entre le site et le type de fourrage
pour les bactéries totales, Ruminoccus albus, les archées méthanogénes et les protozoaires.
Ces populations étaient plus élevées avec les fourrages tropicaux dans le site tropical, ce qui
suggeére que la dégradation des fourrages en C4 de mauvaise qualité est une caractéristique
des tropiques et nécessite des communautés microbiennes plus denses. Il était permis de
penser qu’il y aurait plus d’archées méthanogénes avec les fourrages tropicaux, puisqu’ils ont
produit plus de CH,4 que les fourrages tempérés. Toutefois Zhou et al. (2011) et Danielsson et
al. (2012) ont trouvé que la production de CH,4 n’était pas liée a la population totale d’archées
méthanogénes. La production de CH,4 pourrait étre liée a 1’activité des archées méthanogeénes

plutot qu’a leur abondance (Popova et al., 2011).

1.4/ Effet du génotype sur la production de méthane et les processus ruminaux

Dans notre essai, deux races de moutons ont été choisies : le Texel originaire d’Europe
et sélectionné pour la viande, et le Blackbelly, race moins productive originaire des Caraibes.
Il n’y a eu aucun effet de la race sur I’ingestion, la digestibilité, la production de CHy4 par jour
ou par kg de MS, les AGV et les criteres du microbiote que nous avons étudiés. Nous avons
par contre observé des interactions entre la race et le site pour 1’ingestion et le CHa, et entre la
race et le fourrage pour l’ingestion; aucune interaction n’a été significative pour la
digestibilité. L absence d’effet de la race sur la digestibilité est assez étonnant, car s’il y a peu
de variation pour des races productives issues de la méme zone géographique (par exemple
Doreau et Diawara, 2003 entre bovins Charolais et Holstein), il y a souvent des différences

entre une race productive de zone tempérée et une race moins productive de zone tropicale, en
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particulier pour des fourrages de mauvaise qualité (Wilkes et al., 2012, entre moutons Damara
et Merinos). Ces différences sont attribuées a une meilleure digestion microbienne et & un
recyclage accru de 1’azote chez les races adaptées a leur milieu. Dans notre cas, 1’absence
d’effet de la race pourrait étre due a une faible différence de microbiote ruminal entre les
Texel et les Blackbelly. En effet, les moutons utilisés dans I’essai sont nés et ont été élevés
pres de leurs sites expérimentaux respectifs ; or 1’établissement du microbiote ruminal est
influencé par I’exposition nutritionnelle et/ou environnementale chez les jeunes animaux
apres la naissance (Saro et al., 2018) méme si I’animal hote exerce un effet de contrdle sur son
propre microbiote (Danielsson et al., 2012). Ce résultat corrobore des études montrant que les
populations d’archées méthanogenes, des bactéries et des protozoaires ne différent pas entre
races (Rooke et al.,, 2014 pour les bovins). Un dernier ¢élément expliquant 1’absence de
différences entre races est que les conditions climatiques au cours de cet essai n’étaient pas

suffisamment extrémes pour favoriser des réponses adaptatives différant entre les races.

L’absence d’un effet de la race sur les émissions de CH4 confirme des données de la
littérature sur vaches laitieres (Miinger et Kreuzer, 2008, entre Holstein, Simmental et Jersey)
et sur bouvillons (Fraser et al., 2014, entre un génotype productif et Welsh Black). Nos
résultats montrent en revanche une production de CHy4 plus élevée pour les Blackbelly sous
climat tempéré, tandis que le contraire a été observé sous climat tropical. Ces différences ne
sont pas expliquées par des différences dans le microbiote. 1l est possible que les mesures que
nous avons réalisées, qui portaient sur des quantités de certaines souches bactériennes ou
d’archées méthanogénes, ne soient pas appropriées pour mettre en évidence des différences de
microbiote, comme le feraient des analyses plus poussées de métagénomique ou des mesures
portant sur ’activité du microbiote plutot que sur la quantité d’archées ou de bactéries. Ainsi
I'ensemble des travaux sur le microbiote ruminal semble avoir établi qu'il n'existe pas de lien

entre la production de CH, et le nombre d'archées méthanogenes.

L’ingestion volontaire a été plus €élevée pour les Blackbelly que pour les Texel dans le
site tropical alors qu’aucune différence n’a été enregistrée dans le site tempéré. Ce résultat
indique une adaptation réduite des Texel aux environnements chauds et humides. On peut
supposer que les moutons Texel qui, pendant les heures les plus chaudes de la journée, ont
respiré rapidement et ont été sensiblement affectés par la chaleur (observation visuelle),
réduisent leur ingestion pour diminuer leur température interne. Comme la production de CH4
par kg de MS est plus élevée en France pour les Blackbelly et aux Antilles pour les Texel,

cela explique qu’il n’y ait pas d’interaction entre la race et le site pour le CH4 exprimé en
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g/jour. Concernant I’interaction race-fourrage sur 1’ingestion, celle-ci a été plus élevée pour
les Texel que pour les Blackbelly pour les graminées en C3 de mauvaise qualité, alors qu’elle
était plus élevée pour les Blackbelly que pour les Texel pour les graminées en C4 de mauvaise
qualité. Hunter et Siebert (1985) ont suggéré une interaction entre le génotype et la qualité du
fourrage entre Bos taurus et Bos indicus. Les Bos taurus ingéraient moins de fourrages de
mauvaise qualité que Bos indicus, alors qu’aucune différence n’a été observée entre les

génotypes pour les fourrages de bonne qualité.

I1. Plantes tropicales et tanins : leur caractérisation et leur estimation

Les fourrages tropicaux présentent la particularité d’étre riches en métabolites
secondaires, entre autres les tanins qui peuvent étre considérés comme une arme a double
tranchant. En effet, ces molécules ont la capacité de se fixer aux protéines et aux fibres
résultant en une diminution de la dégradation des protéines et des fibres alimentaires dans le
rumen mais aussi en une perturbation des activités microbiennes. Ces mémes aspects négatifs
peuvent également étre considérés comme positifs sur la méthanogenése ruminale et la
fermentation post ruminale, Ainsi les propriétés des tanins ont alimenté 1’idée que les
fourrages riches en tanins pourraient étre utilisés comme additifs pour 1’alimentation animale
sous forme d’extraits, ou sous forme de plante entiere en remplacement des fourrages
classiques. De plus, la plupart des fourrages riches en tanins sont relativement bon marché a
cultiver, leurs avantages, effet antiparasitaire entre autres, pourraient facilement compenser
leurs codts, ce qui en fait une solution trés attrayante pour limiter certains problémes
environnementaux en production de ruminants, en particulier dans les pays en développement,

comme indiqué précédemment dans 1’Etat de I’ Art.

1.1/ Choix des tanins étudiés

Les principales plantes riches en tanins utilisées actuellement dans 1’alimentation des
ruminants en zone tropicale sont des Iégumineuses, souvent arbustives, ce terme incluant
généralement les arbres (Rootheart et Paterson, 1997). Les plus répandues dans les tropiques
humides sont Leucaena leucocephala et Calliandra calothyrsus, qui peuvent étre cultivées a
grande échelle en Afrique subsaharienne et Asie du Sud afin que les rameaux récoltés soient
distribués aux animaux. Mais il existe une tres grande variété de légumineuses arbustives

présentes sur les paturages, et fournissant une nourriture de complément aux animaux, surtout
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en saison séche : Sesbania, différentes espéces d’Acacia,... Il y a aussi des arbustes autres que
des légumineuses, et des Iégumineuses herbacées comme différentes espéces de Desmodium,
et enfin des sous-produits de culture, actuellement mal valorisés, de bananier ou de manioc
par exemple. Nous avons souhaité utiliser des ressources tres utilisées dans la pratique, ainsi
que des sous-produits potenticllement intéressants. Ainsi les feuilles de manioc ont fait I’objet
d’études en Afrique subsaharienne (Fasae et al., 2009), aux Antilles (Marie-Magdeleine et al.,
2010a) et en Asie du Sud-est (Supriyadi et al., 2014). Il en est de méme des feuilles et
pseudotroncs de bananier aux Antilles (Marie-Magdeleine et al., 2010b), ou un systeme
intégrant les productions de bananes et de ruminants a été proposé (Archimede et al., 2012).
Les légumineuses herbacées ne pouvaient pas étre utilisées, car elles sont intégrées dans la
prairie naturelle, et donc disponibles en trop faible quantité pour des études, contrairement
aux zones temperées ou elles sont fréquemment cultivées en prairie artificielle (sainfoin,

lotier, sulla).

Les études présentées dans le chapitre 3 ont été réalisées en collaboration avec le
centre INRA de Guadeloupe, et portaient sur des sources de tanins condensés. Les tanins
condensés sont de loin les plus utilisés pour 1’alimentation des ruminants ; c’est sur eux que
portent la plupart des études concernant les tanins, mais leurs effets sur la méthanogenese
comportent encore des incertitudes. Le schéma expérimental adopté, avec un essai in vivo en
carré latin, limitait les sources de tanins étudiées a 3. Le choix a porté sur les deux
Iégumineuses arbustives les plus répandues sur place : Leucaena leucocephala et Gliricidia
sepium, et sur la feuille de manioc Manihot esculenta. A noter qu’en Guadeloupe les
Iégumineuses arbustives sont souvent présentes dans des haies, et que Calliandra calothyrsus
est absente.

Les études présentées dans le chapitre 4 ont été réalisées a I'INRA de Theix en
Auvergne, sur des plantes riches en tanins condensés ou hydrolysables, et comme il n’y avait
pas d’essai in vivo, elles pouvaient porter sur un nombre plus important de plantes. Nous
avons voulu garder les trois plantes utilisées dans les études du chapitre 3, avec de nouveaux
échantillons prélevés en Guadeloupe. Nous avons également obtenu un échantillon de

Calliandra calothyrsus fourni par le CIRAD de la Réunion.

Le choix d’étudier en parallele des tanins hydrolysables a été motivé par les
connaissances limitées sur leurs effets au niveau du fonctionnement du rumen. lls sont peu
utilisés dans 1’alimentation des ruminants en raison de leur réputation de toxicité pour

I’animal (Reed, 1995), alimentée par des études rapportant des toxicoses (Zhu et al., 1992
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avec ’acide tannique; Pérez et al., 2011 avec la feuille d’un chéne (Quercus pyrenaica)), les
plantes tropicales les plus souvent citées pour leur toxicité étant Clidemia hirta et Terminalia
oblongata. Toutefois, toutes les plantes contenant des tanins hydrolysables ne sont pas
toxiques, et il est maintenant connu que la toxicité du chéne, par exemple, est principalement
due a des phénols de faible poids moléculaire plutét qu’aux tanins (Butler et Rogler, 1992),
Aussi, depuis quelques années les recherches sur les tanins ont ¢élargi leur champ d’intérét et
ont montré des résultats in vitro prometteurs avec les tanins hydrolysables sur la fermentation
ruminale (Pellikaan et al., 2011; Hassanat et Benchaar, 2013). Une étude bibliographique
préalable des teneurs en tanins hydrolysables reportées dans la littérature nous a conduit a
sélectionner la feuille et le pseudotronc de bananier, cités comme riches a la fois en tanins
hydrolysables et condensés (Ally et Kunjikutty, 2000) et une espéce d’acacia, Acacia nilotica,
cette derniere étant une source typique des tropiques secs (zones sahéliennes) mais qui
semblait particulierement riche en tanins hydrolysables (Barman et Rai, 2008), et dont les
feuilles comme les gousses contenaient des tanins et étaient consommés par les animaux. Des
résultats expérimentaux obtenus chez la chévre faisaient état d’effets positifs sur I’ingestion,
d’absence d’effet sur la digestibilité et d’absence de toxicité lorsque Acacia nilotica était
incorporé a raison de 25% de feuilles (Rubanza et al., 2007) ou 31% de gousses (Hidoza et
Gemiyo, 2017) dans la ration. En outre, la détannification des gousses d’Acacia nilotica a
I’aide différentes méthodes n’a pas amélioré 1’absorption et la digestibilit¢ par des chevres

suggeérant le caractere non toxique de cette plante (Tshabalala et al., 2013).

11.2/ Teneurs des plantes étudiées en tanins hydrolysables

Dans les essais de nutrition ou d’alimentation animale ou la chimie des tanins n’est pas
I’objet d’étude, la teneur des plantes en tanins hydrolysables est souvent calculée
indirectement par différence entre les tanins totaux et tanins condensés mesurée par la
méthode butanol-HCI ; les tanins totaux étant calculés par la méthode de Folin-Ciocalteu
avant et aprés précipitation des tanins par 1’addition du PVPP. Dans notre étude, la teneur
totale en tanins hydrolysables a été déterminée par des méthodes qui mesuraient
spécifiqguement la teneur totale en tanins hydrolysables et en gallotannins pour essayer de
donner une estimation précise, compte tenu de 1’importance de ces molécules dans notre
¢tude. C’est probablement pour cette raison que nous n’avons pas trouvé de tanins
hydrolysables dans la partie fourragére du bananier, car les analyses disponibles avaient

utilisé la méthode de Folin-Ciocalteu, qui donne des résultats parfois aléatoires. Parmi les
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especes végetales étudiées, seule Acacia nilotica s’est révélée riche en tanins hydrolysables.
La concentration des tanins hydrolysables que nous avons trouvée dans les feuilles d’Acacia
nilotica se situe dans la plage des valeurs rapportées dans d’autres études utilisant des
méthodes non spécifiques qui ont estime les tanins hydrolysables par la différence entre les
tanins totaux et tanins condensés (Rubanza et al., 2005; Alam et al., 2007), Cependant,
certains auteurs ont trouvé des teneurs en tanins hydrolysables plus faibles que dans la
présente étude (Gemeda et Hassen, 2015; Pal et al., 2015) ou carrément une absence des
tanins hydrolysables (Zabré et al., 2018), ces derniers auteurs trouvant au contraire une
concentration importante de tanins hydrolysables dans Acacia raddiana, ce qui n’avait pas été
signalé auparavant. L’utilisation de la HPLC a montré une grande variété de COmposés
phénoliques dans Acacia nilotica, y compris les tanins hydrolysables et condensés qui ont été
identifiés mais non quantifiés (Mueller-Harvey et al., 1987; Al-Wakeel et al., 2007); parmi
eux, I’acide caféique est I’un des plus importants. La concentration de tanins hydrolysables
dans les gousses d’Acacia nilotica était élevée dans notre expérience, mais Goel et al, (2015)
ont également rapporté une valeur supérieure (186 g/ kg MS, estimée par la différence entre
les tanins totaux et les tanins condenses). Dans nos échantillons de feuilles et de gousses, les
ellagitanins étaient prédominants par rapport aux gallotanins. Ceci est tout a fait logique car
les ellagitanins sont plus communs que les gallotanins dans les plantes. La prédominance des
ellagitanins par rapport aux gallotanins a également été observée par Alam et al. (2007) pour
les feuilles d’Acacia nilotica et de deux autres espéces, et par Hassanat et Benchaar (2013)

pour des extraits de chataignier et de chéne riches en tanins hydrolysables.

Nous avons montré que les plantes riches en tanins condensés contiennent également
de petites quantités de tanins hydrolysables. Ceci est peu connu, car les plantes reconnues
pour leur teneur élevée en tanins condensés ne sont généralement pas 1’objet d’analyse des
tanins hydrolysables. Toutefois Yusiati et al, (2018) ont indirectement déterminé les tanins
hydrolysables par la méthode de Folin-Ciocalteu et de butanol-HCI et ont trouvé des teneurs
en tanins hydrolysables plus élevées pour Leucaena leucocephala et Gliricidia sepium, et une
teneur semblable a la noétre pour Manihot esculenta. Wina et al. (2000) ont rapporté une
teneur plus faible de tanins hydrolysables pour Calliandra calothyrsus (< 0,3%). On peut
admettre que ces plantes sont une source majeure de tanins condensés et une source mineure
de tanins hydrolysables. Dans ce qui suit, on considerera que les effets observés sur la
méthanogenése sont attribués en majorité aux tanins condenses pour Leucaena leucocephala,

Calliandra calothyrsus, Gliricidia sepium, Manihot esculenta et Musa (bananier) et aux tanins
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hydrolysables pour Acacia nilotica, tout en ayant conscience des effets possibles des deux

catégories de tanins et d’autres composé€s secondaires.

11.3/ Teneurs des plantes étudiées en tanins condenseés

Concernant les méthodes d’analyse des tanins condensés, la bibliographie est
abondante et diversifiée. Les études vont des procédés d’extraction aux méthodes de
détermination jusqu’a I’élucidation de leur structure chimique (relation activité-structure
chimique). L’un des grands défis auxquels ce domaine de recherche est confronté provient de
la diversité des structures chimiques gque les mots « tanins condensés » englobent. En effet,
une seule plante peut synthétiser des dizaines, parfois méme des centaines de molécules de
tanins condensés, sous forme soluble ou insoluble. C’est pourquoi dans les études du chapitre
4 nous avons analysé les trois fractions de tanins condensés : libres (ou extractibles ou
solubles) et liés aux protéines ou aux fibres (insolubles) afin de donner une estimation précise
des différentes fractions de tanins pour tenter de comprendre les interactions liées a chacune
de ces fractions dans le rumen. Par ailleurs, dans les méthodes d’analyse colorimétrique, la
nature du standard influe sur le résultat, probablement en raison de 1’effet de la structure des
tanins sur 1’absorbance. C’est pourquoi dans les études du chapitre 3 nous avons utilisé
comme standard pour chaque plante un extrait de tanin condensé du commerce (quebracho)
d’une part, et ’extrait purifi¢ de la plante d’autre part. Nous ne I’avons pas fait pour les
plantes utilisées dans les études du chapitre 4, en raison de leur grand nombre et du temps
considérable nécessaire pour purifier un échantillon. Enfin, nous n’avons pas utilisé la méme
méthode colorimétrique pour les deux séries d’étude. Nous avons employé la méthode
vanilline — H,SO,4 dans la premiére série, car c’est la méthode en usage a I’INRA de
Guadeloupe, ou a été effectuée la détermination colorimétrique, et la méthode butanol-HCI
dans la deuxiéme série, car 1’analyse complete a été faite a 'INRA de Theix, et nous
souhaitions employer la méthode qui est considérée de plus en plus comme la référence.

Les plantes étudiées dans ce travail de thése s’avérent trés riches en tanins condenseés ;
toutefois, la concentration est trés variable d’une étude a 1’autre. L’accumulation des tanins
condensés dans la plante dépend de plusieurs paramétres ; certains sont liés a I’environnement
comme la sécheresse, la concentration de CO, et la fertilité du sol (les sols acides favorisent la
synthese de tanins) ; d’autres sont lié aux propriétés des plantes comme 1’espéce, la partie
vegetale utilisée et le stade maturité. La quantité des tanins condensés dans Acacia nilotica est

controversée. Certaines études ont rapporté 5 g/kg de MS (Nsahlai et al., 2011; Pal et al.,
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2015), d’autres 146 g/kg de MS (Phale et Madibela, 2006). Pour Leucaena leucocephala,
Manihot esculenta et Gliricidia sepium, Yusiati et al. (2018) ont observé une faible teneur en
tanins condensés, mais Molina-Botero et al. (2019) ont rapporté une teneur en tanins
condenses de Gliricidia sepium supérieure a la noétre. La teneur en tanins condensés de
Calliandra calothyrsus rapportée dans cette expérience est similaire a la teneur maximale en
tanins condenseés relevée dans la littérature (368 g/kg de MS, Tuwei et al., 2003), mais des
teneurs nettement plus faibles ont été reportées. La teneur tres élevée que nous avons observée
peut s’expliquer par 1’age élevé de la plante : 1’échantillon récolté était une plante native a un
stade de récolte tres tardif. Souvent, lorsqu’on utilise ’extraction ciblée de différentes
fractions des tanins condensés, la concentration totale est élevée. Plusieurs auteurs ont
rapporté des valeurs élevées de tanins condensés lorsqu’ils extrayaient séparément les tanins
condenses libres et les tanins condensés lies (Gasmi-Boubaker et al., 2005 ; Dentinho et
Bessa, 2016). Nous supposons que la méthode d’analyse que nous avons utilisée pour le
dosage des tanins condensés qui implique une double extraction et différents solvants, extrait
plus de tanins condensés que les méthodes qui impliquent une seule extraction. En fait,
I’extraction des tanins condensés libres des vacuoles est trés rapide, tandis que I’extraction
complete de la fraction associée a la paroi cellulaire est 14 fois plus longue que I’extraction de
la fraction vacuolaire (Hanlin et al., 2010). De plus, il est bien établi qu'une fraction variable
mais souvent importante des tanins peut résister a I’extraction d’acétone/eau (Dentinho et
Bessa, 2016) mais peut étre récupérée dans d’autres solvants comme le SDS/mercaptoéthanol
pour les tanins condenseés liés aux protéines. Toutefois, pour les 5 plantes testées dans notre
étude et pour lesquelles d’autres auteurs ont fait une séparation des 3 fractions de tanins
condensés, ce sont nos résultats qui sont les plus €élevés (Tableau 3) (Jackson et al., 1996 ;
Giner-Chavez et al., 1997 ; Rubanza et al., 2005 ; Pires Pereira et al., 2018).

Dans nos premieres études, nous avons analysé Leucaena leucocephala, Manihot
esculenta et Gliricidia sepium par la méthode de la vanilline H,SO, en utilisant un standard
commercial qui est le quebracho et les standards internes pour chaque plante. Les résultats
obtenus montrent que, par rapport au standard de la plante, le quebracho résulte en une forte
sous-estimation des tanins condensés pour Manihot esculenta et Gliricidia sepium et une
Iégére surestimation pour Leucaena leucocephala. Les résultats de Giner-Chavez et al. (1997)
avaient montré que pour une méme concentration 1’absorbance est plus élevée pour Manihot
esculenta que pour Gliricidia sepium, et la plus faible pour le quebracho. Mais le résultat
concernant Leucaena leucocephala est surprenant et inexpliqué car on aurait pu penser que

’utilisation du standard interne de la plante maximisait la concentration en tanins. Selon
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Giner-Chavez et al. (1997), I'utilisation d’un standard interne comme référence dans le
dosage des tanins condensés par la méthode butanol-HCI est le meilleur choix, les standards
externes comme les cyanidines et les delphinidines sous-estimant la teneur en tanins
condensés parce que ces substances générent des chromophores dont 1’absorbance a 550 nm
est élevée. Inversement I’absorbance des chromophores produits a partir des tanins du
quebracho a été inférieure a celle obtenue avec les standards internes des plantes résultant en
une surestimation de la teneur en tanins condensés. L’utilisation des standards internes est
considérée comme la référence car ils ont une structure chimique similaire a de 1’échantillon a
tester. Au contraire, compte tenu des écarts importants entre les études dosant les tanins
condensés et pour résoudre ce probléeme, Hagerman et Butler (1989) ont recommandé que le
quebracho soit le tanin condensé utilisé comme standard avec la méthode du butanol-HCI. De
ce fait, c’est le standard le plus utilisé dans les études d’alimentation des ruminants.

Quel que soit le standard utilisé, les concentrations en tanins condensés dans les études du
chapitre 3 sont plus faibles comparativement aux concentrations mesurées par la méthode du
butanol-HCI pour les mémes espéces végétales dans les études du chapitre 4. Certes les
¢échantillons n’étaient pas les mémes, mais 1’importance des différences de concentration
laisse penser a un effet de la technique d’analyse.

Nos résultats sont en adéquation avec Terrill et al. (1992) qui rapportent des teneurs
plus faibles de tanins condensés avec la méthode vanilline-HCI mais en opposition avec les
résultats de Jackson et al. (1996) et Perez-Maldonado et Norton (1996b) qui ont observé une
concentration plus élevée des tanins condensés avec la méthode vanilline-HCI par rapport a la
méthode butanol-HCI. Comme cela a été mentionné plus haut, les teneurs élevées que nous
avons obtenues avec la méthode butanol-HCI peuvent s’expliquer en partie par le fait que
nous avons pratiqué une double extraction, en appliquant scrupuleusement le protocole de
Terrill et al. (1992).
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Tableau 3. Proportion de tanins condenses extractibles, lies aux protéines et liés aux fibres

des plantes étudiées : comparaison avec la bibliographie.

Plantes et auteurs TC totaux % TC % TC liés % TC liés

(g/kg MS) | extractibles aux aux fibres
protéines

Gliricidia sepium

Nos résultats (publication 6) 112 4 62 34

Jackson et al. (1996) 41 0,2 92 8

Giner-Chavez et al. (1997)" 48-104 0-53 44-93 3-20

Giner-Chavez et al. (1997)° 85-104 0 85-90 10-15

Pires Pereira et al. (2018) 36 ND* 97 ND

Calliandra calothyrsus

Nos résultats (publication 6) 361 54 35 11

Jackson et al. (1996) 58 87 11 2

Jackson et al. (1996)° 194 81 15 4

Perez-Maldonado et Norton (1996b) 75 63 16 21

Leucaena leucocephala

Nos résultats (publication 6) 180 30 46 24

Jackson et al. (1996) 60 91 7 2

Manihot esculenta

Nos résultats (publication 6) 166 36 57 7

Giner-Chavez et al. (1997)* 44-145 73-85 14-26 1

Giner-Chavez et al. (1997)° 38-84 68-84 15-30 1-2

Acacia nilotica

Nos résultats (publication 6) 157 58 32 10

Rubanza et al. (2005) 53 33 42 25

! feuilles immatures, 4 échantillons
% feuilles matures, 2 échantillons

® Calliandra sp.

* ND : non déterminé
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11.4/ Importance relative des trois fractions de tanins condenseés

Les proportions des trois fractions de tanins condensés mentionnées dans la littérature
varient selon les études et les aliments, mais le classement est généralement le suivant : tanins
condenses extractibles > tanins condensés lié aux protéines > tanins condensés liés aux fibres
(par exemple Terrill et al., 1992 (pour 3 plantes) ; Jackson et al., 1996 (pour 14 plantes)).
Toutefois, des exceptions ont été notées par certains auteurs comme Rubanza et al, (2005) qui
ont signalé une proportion de tanins condensés liée aux protéines plus élevée que celle des
tanins extractibles chez six espéces d’Acacia, notamment Acacia nilotica. Une tendance
similaire a été observée par Mupangwa et al. (2000) sur 3 plantes. Pour leur part, Perez-
Maldonado et Norton (1996b) ont signalé des proportions similaires de tanins condensés
extractibles, liés aux protéines et aux fibres avec Desmodium. Pires Pereira et al. (2018) n’ont
pas détecté de tanins liés aux fibres dans les 7 plantes qu’ils ont étudiées ; on peut attribuer ce
résultat a une mauvaise maitrise de la technique. Dans notre essai, le classement variait selon
les especes; un résultat atypique et inexpliqué était la tres faible proportion de tanins
condensés extractibles pour Gliricidia sepium mais ce résultat concorde avec les résultats de
trois autres auteurs pour la méme plante (Jackson et al., 1996 ; Giner-Chavez et al., 1997 ;
Pires Pereira et al., 2018) quelle que soit sa provenance et le standard (interne ou commercial)
utilisé pour I’expression des résultats. Cette plante contiendrait une fraction significative de
tanins extractibles seulement quand les feuilles sont immatures (Giner-Chavez et al., 1997).
Pour Manihot esculenta, le classement des fractions par ordre d’importance est le méme dans
nos études que dans deux résultats de la bibliographie (Giner-Chavez et al., 1997) mais nos
résultats sont tres différents de ceux de Jackson et al. (1996) pour Leucaena leucocephala (30
et 91% de tanins extractibles, respectivement). La distribution des tanins condensés dans les
fractions solubles et insolubles (tanins condensés libres et liés aux protéines ou aux fibres)
dans une plantes pourrait étre en partie sous contrdle génétique, car les croisements
interspécifiques de Sesbania sesban et Seshania goetzei réalisé par Reed (2001) indiquent que
la fraction insoluble des tanins condensés est un caractere héréditaire. De plus, la méthode de
collecte et de manipulation des fourrages peut également avoir un effet important sur les
valeurs obtenues car des complexes tanins condensés-protéines et/ou tanins condensés-fibres

peuvent se former (Renard et al., 2017).
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I11. Tanins et dégradation microbienne
I11.1/ Devenir des tanins dans le rumen

Les données relatives a la disparition des tanins dans le tube digestif des ruminants
sont rares. Cependant, il est admis que les tanins hydrolysables peuvent étre dégradés dans le
rumen (Goel et al., 2005). Cette dégradation, due aux enzymes microbiennes, commence par
I’action d’une tannase qui aboutit a la formation de 1’acide gallique, suivie d’une
décarboxylation résultant en différents composés phénoliques, acétate et butyrate entre autres
(Bhat et al., 1998, Patra et al., 2012; Singh et al., 2012). Les produits degradés sont absorbés
et excrétés dans I'urine (Murdiati et al., 1992). Pour cette raison, nous ne les avons pas
quantifiés apres incubation; méme s’ils n’étaient pas dégradés, ils seraient lessivés hors des

sachets de nylon.

Le devenir des tanins condensés dans le systéme digestif des ruminant est trés ambigu,
pour cause les limites méthodologiques qui entravent souvent leur détermination dans les
différents compartiments digestifs, car souvent les composants des digesta interférent avec les
essais colorimétriques. Les résultats obtenus avec les tanins condensés purifiés sont
généralement limités, et I’utilisation de traceurs radioactifs est rare. En outre, on ne sait pas si
les tanins de ces extraits purifiés présentent les mémes caractéristiques que la plante entiéere.
La plupart des auteurs conviennent qu’il n’y a pas de preuve de la dégradation des tanins
condensés libres par les microorganismes dans le rumen, cette propriété a été mise en
évidence la premiere fois par Makkar et al. (1995a,b). Ces auteurs ont exposé les
microorganismes du rumen a de petites quantités de tanins condensés de quebracho, en
utilisant une technique in vitro de simulation du rumen (RUSITEC) pendant 8 jours afin
d’induire des enzymes capables de dégrader ces molécules. Toutefois, il n’y avait pas de
dégradation des tanins condensés par ces microorganismes exposés, suggérant que ces
derniers sont dépourvus de 1’équipement enzymatique qui leur permet de dégrader les tanins
condensés et que celui-ci ne peut étre induit méme aprés 8 jours d’exposition aux tanins
condensés. Des études ultérieures sont arrivées a la méme conclusion (McMahon et al.,
2000 ; McSweeney et al., 2001a,b ; Patra et al., 2012). Il n’y a pas de données sur I’absorption
des tanins condensés libres par la paroi du rumen; il a seulement été démontré qu’il n’y a pas
d’absorption post-ruminale des tanins condensés (Terrill et al., 1994), ces auteurs ont trouvé
que 89 % des tanins condensés de Lotus pedunculatus marqués par radioactivité et injectés
dans I’abomasum de moutons adaptés a un régime a base de lotus ont été récupérés dans le

tube digestif. Méme si la radioactivité n’a pas été détecté dans le sang, une disparition totale
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(2 100%) des tanins condenseés libres dans le rumen est logique car ils sont solubles dans I’cau
et sont probablement lessivés hors des sachets de nylon. La disparition était supérieure a 97 %
mais pas totale pour les gousses d’Acacia nilotica et les feuilles de Calliandra calothyrsus. Il
peut s’agir d’un artefact analytique, mais peut s’expliquer également par la liaison d’une
partie des tanins condensés aux protéines et/ou fibres alimentaires ; ou avec les enzymes
microbiennes qui les rendent insolubles. Une disparition de 99 % des tanins condensés libres
de Calliandra calothyrsus entre la bouche et les feces a été rapportée par Perez-Maldonado et
Norton (1996a). Dans une autre étude, ces auteurs ont constaté que 67 % du traceur radioactif
ont été absorbés (non présents dans les digesta) chez les moutons recevant une infusion
ruminale de tanins condensés de Desmodium marqués au **C. Ces chercheurs ont rapporté que
72% du traceur radioactif ont été perdus dans le rumen et 28 % en phase post-ruminale. De
plus, 10% du **C infusé a été excrété dans I'urine (Perez-Maldonado et Norton, 1996b). En
utilisant les techniques colorimétriques pour analyser les tanins libres et liés aux protéines
dans les digesta, ces auteurs ont conclu que les tanins condenseés libres ou leurs produits de
dégradation  pourraient étre absorbés dans le systéme gastro-intestinal  des
ruminants. Cependant, les mécanismes responsables de cette dégradation et les raisons des

contradictions des résultats n’ont pas encore été expliqués.

On peut penser que la disparition des tanins condensés liés aux protéines est
proportionnelle a la dégradation de 1’azote dans le rumen. Cependant, la relation trouvée dans
notre essai est lache. Seule Calliandra calothyrsus présente simultanément une faible
dégradation de 1’azote et aucune disparition de tanins liés aux protéines avec une valeur
négative de disparition. Cela peut étre di & un biais technique comme Dentinho et Bessa
(2016) I’ont signalé, les interactions avec la matrice insoluble formée entre les protéines, les
polysaccharides et d’autres polymeéres peuvent diminuer la solubilité des tanins dans le
solvant, sous-estimant ainsi la teneur en tanins condensés des aliments. Une autre hypothese

est la complexation des tanins condensés libres avec les protéines alimentaires.

Selon Hagerman (1989), si les tanins condensés sont présents en exces, toutes les
protéines disponibles sont piégées, ce qui entraine la formation de complexes
insolubles. C’est le cas pour Calliandra calothyrsus qui contient respectivement 361 et 217
g/kg de tanins condensés et de protéines totaux. La disparition des tanins condensés des autres
plantes de notre essai se situe entre 21 et 98%; Perez-Maldonado et Norton (1996a) ont
constaté une disparition de 45% des tanins condenses du foin de Desmodium. Cette variation

entre les plantes peut étre due soit a des différences de force des liaisons entre les protéines et
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les tanins condensés, soit au lessivage possible d’une partie des protéines des sachets de

nylon.

Les tanins condenses liés aux fibres représentent généralement une faible proportion
de la teneur totale en tanins condensés des espéces végetales, mais leur disparition dans le
rumen est trés variable : entre 61 et 98 % selon les espéces dans notre essai, Terrill et al.
(1994) ont observé une disparition de 97 a 99 % des tanins condensés purifiés d’origine
inconnue lorsqu’elle a été incubée pendant 4 heures dans le rumen. Néanmoins, Degen et al.
(1995) ont constaté que seulement 40 % des tanins liés aux fibres disparaissaient entre la
bouche et les feces, mais que la plupart des tanins restants étaient liés aux fractions ADF et
ADL, que ces fractions de tanins condensés liés étaient plus élevées dans les feces que dans
I’ingéré. Perez-Maldonado et Norton (1996a) ont constaté une disparition de 70 % entre la
bouche et les féces des tanins liés aux fibres de Desmodium, mais seulement 3 & 10 % de la
disparition entre 1’ingestion et le flux sortant de I’abomasum. Dans I’ensemble, ces résultats,
apparemment divergents, montrent 1’ampleur des interactions post-ruminales entre les tanins

condensés et les fibres.

Comme pour les protéines, les tanins condensés se lient aux fibres par des liaisons
hydrogene et des interactions hydrophobes, Dentinho et Bessa (2016) ont montré que ces
interactions sont réversibles, et que les tanins sont libérés a pH 2, dans I’abomasum, et qu’ils
peuvent se lier entre pH 6 et 8, dans le rumen et le gros intestin. Par conséquent, nos résultats
ne peuvent étre comparés qu’avec les incubations in vitro de Terrill et al. (1994); la trés forte
disparition qu’ils ont constatée pourrait étre due a ’utilisation de tanins condensés purifiée,
dont I’origine est non précisée. Bien qu’aucune différence significative entre les especes

végétales n’ait été trouvée dans notre essai, des différences numériques ont été observées.

II1.2/ Tanins et dégradation de I’azote et des parois

L’incorporation de plantes ou d’extraits riches en tanins dans les régimes des
ruminants est souvent associée a une diminution de I’ingestion et de la digestibilité attribuée a
une réduction du niveau d’ingestion (Landau et al., 2000) et une carence en protéines
dégradables nécessaire a la croissance optimale des microoganismes du rumen (Waghorn,
2008). Ces aspects ont été abordés dans les publications 3, 4 et 6 de cette these ou la
digestibilite de Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala, Manihot esculenta a été étudié in
vivo, la fermentation ruminale de ces mémes plantes a été étudiée in vitro et celle d’Acacia

nilotica, Calliandra calothyrsus Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala, Manihot
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esculenta et Musa spp a été étudiée in situ et in vitro. Les principaux résultats sont

rassemblés dans le tableau 4.

Pour I’essai in vivo, nos résultats different de ceux publiés par plusieurs auteurs qui
décrivent souvent une réduction ou une absence d’effet sur 1’ingestion des tanins condensés
(Bhatta et al., 2002; Animut et al., 2008b ; Malik et al., 2017 ; Lima et al., 2019). Dans notre
cas I’ingestion volontaire a augmenté avec les tanins condensés. Peu d’auteurs ont observé un
accroissement d’ingestion avec I’apport de tanins. Dans un essai de Carulla et al. (2005),
I’ingestion a augmenté quand un extrait d’Acacia mearnsii a été inclus dans le régime. La
méme tendance a été observée par Bhatta et al. (2005), pour les tanins condensés issus de
Prosopis cineraria (contenant 13,3% de tanins condensés). Mais la tendance générale est que
la consommation de fourrages a forte teneur en tanins condensés (généralement > 5% de la
maticre seche) réduit significativement 1’ingestion volontaire, tandis que des concentrations
inférieures a 5% de matiere seche n'ont pas d'influence sur I’ingestion (Aerts et al., 1999 ;
Patra et Saxena, 2011). La raison majeure de la diminution de I’ingestion avec les tanins
condensés est une réduction de la palatabilité¢ des aliments liée a I’astringence des tanins
condenses. Dans notre cas le fait de donner les plantes riches en tanins sous forme de granulés
a strement masqué leur astringence ce qui a favorisé 1’ingestion. Par ailleurs, il y a aussi une
raison tenant a une diminution de I’encombrement de la ration, par rapport a un fourrage long.
Minson et Milford (1968) ont rapporté que la distribution d’un foin de graminées sous forme

de granulés a augmenté I’ingestion volontaire de 47% en moyenne chez des moutons.

De méme, Hung et al. (2013) ont rapporté¢ une augmentation de 1’ingestion quand
Leucaena leucocephala a été incorporée dans le régime sous forme de granulés. L’effet des
granulés sur I’ingestion s’explique aussi par une réduction du temps de séjour des particules
dans le rumen, dans la mesure ou elles sont déja sous forme de particules fines (Faichney et
al., 2004). Contrairement a nous, Tan et al. (2012) ont rapporté que la forme granulée
améliore la digestibilité de la plupart des nutriments chez le bovin, ce qui suggere que ce
procédé pourrait €tre utilisé comme moyen pour augmenter non seulement 1’ingestion mais
aussi la digestibilité. L’incorporation de plantes riches en tanins condensés n’a pas modifié
significativement la digestibilité de la MO, malgré une diminution numérique de 5 a 6 points
selon les sources de tanins. Dans la littérature, les tanins condensés ne changent pas (Hariadi
et Santoso, 2010 ; Malik et al., 2017 ; Lima et al., 2019) ou diminuent la digestibilité des
aliments (Carulla et al., 2005; Animut et al., 2008 a; Grainger et al., 2009, Kamel et al. 2019).
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Tableau 4. Récapitulatif des valeurs de digestibilité ou de dégradabilité mesurées dans les

différents essais, in vivo, in situ ou in vitro

Critere Témoin | Leucaena | Gliricidia | Manihot | Calliandra | Musa | Acacia

Matiére seche (DT MS : dégradabilité théorique de la matiére seche) ou Matiére organique (dMO :

digestibilité de la matiére organique ; MOF : matiere organique fermentée)

Publi3 | dMO

71,2 65,1 66,6 65,8
Invivo | %
Publi6 | DT MS

63,3 65,6 66,0 30,9 32,2 65,2

In situ %
Publi4 | MOF

50,6 40,7 447 28,3
Invitro | %
Publi6 | MOF

47,3 39,0 51,0 449 23,4 29,9 28,8
Invitro | %

NDF (dNDF : digestibilité du NDF ; D 24 h NDF : dégradabilité a 24 h du NDF)

Publi 3 | dNDF
76,2 64,3 66,9 66,3
Invivo | %
Publi6 |D 24 h
30,0 28,4 35,8 6,3 30,7 14,5

In situ NDF

La variabilité de la réponse vis-a-vis de la digestibilité est souvent attribuée a la
concentration des tanins condensés ; la digestibilité est affectée lorsque la concentration en

tanins condensés dépasse le seuil de 5%.

La plus faible digestibilité du NDF des plantes riches en tanins par rapport au témoin
peut étre expliquée par trois facteurs :(i) une augmentation du taux de sortie des particules du
rumen liée a la granulation ; (ii) les tanins condensés compromettent la digestion des fibres en
formant des complexes résistant a la digestion microbienne; et (iii) les tanins peuvent ralentir

ou inhiber ’activité des bactéries impliquées dans la dégradation des fibres.

Dans I’essai in vivo, Manihot esculenta a entraine une diminution de la digestibilité

des protéines par rapport aux autres plantes, et donc une excrétion d’azote fécal plus
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forte. L’effet des tanins sur la digestion des protéines est probablement di a la formation de
complexes protéines-tanins qui préviennent la dégradation des protéines par les
microorganismes du rumen (Mueller-Harvey, 2006). Une diminution apparente de la
digestibilite des protéines lorsque les plantes riches en tanins sont consommees peut étre due a
(i) une diminution des quantités de protéines digérées dans le rumen et augmentation des
quantités de protéines disponibles pour la digestion dans D’intestin gréle et/ou (ii) une
diminution de la digestibilité intestinale lorsque les complexes protéines-tanins ne sont pas

complétement dissociés dans I’abomasum (Mueller-Harvey, 2006).

La dégradabilité de 1’azote dans le rumen et la disparition des tanins liés aux protéines
dans le rumen ont été plus élevées pour Manihot esculenta que pour les deux autres plantes
riches en tanins ; il faut donc chercher d’autres hypothéses. L’action des tanins condensés
pourrait dépendre en partie de leur diversité structurale (procyanidine/prodelphinidine ratio
par exemple) (Mueller-Harvey, 2006). Indépendamment de 1’action des tanins condensés, la
diminution de la digestibilité apparente des protéines pour Manihot esculenta pourrait étre due
a une plus grande lignification de la paroi cellulaire. Cette hypothése n’est toutefois pas
confirmée par des estimations de la teneur en lignine obtenues par SPIR (données non

présentées dans la publication) qui est de I’ordre de 50 g/kg pour les 4 fourrages.

Les résultats de I’essai in situ montrent des dégradabilités de la matiére seche
étonnamment proches des valeurs de digestibilité rapportées pour les mémes plantes dans
I’essai in vivo. En revanche, pour une raison inexpliquée, les dégradabilités in situ du NDF
sont beaucoup plus faibles que les digestibilités in vivo. Les quantités de matiere organique
fermentées dans les essais in vitro sont d’un ordre de grandeur plus faible que la digestibilité
in vivo ou la dégradabilité in situ, ce qui est normal, et peu différentes entre plantes (a
I’exception de Manihot esculenta dans I’un des deux essais in vitro), ce qui montre une
cohérence entre les résultats obtenus par les différentes approches, in vivo, in situ et in vitro.
Pour Calliandra calothyrsus et Musa spp la dégradabilité était faible, a peu pres la moitié de
la valeur rapportée pour les autres plantes. La méme tendance était observeée pour la
dégradabilité de I’azote. La faible dégradabilit¢ de Calliandra calothyrsus s’explique par la
disparition de 58% des tanins condensés, qui représentent un tiers de la matiére séche de la
plante, compensée par une dégradation de 6% du NDF. La faible dégradabilité de la matiére
seche pour Musa spp s’explique par une faible dégradation, de 31%, du NDF, qui représente
65% de la matiere seche de la plante. La forte dégradabilité des 4 autres plantes est
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certainement due en partie a la degradation des tanins condenseés et la disparition totale des

tanins hydrolysables (spécialement pour Acacia nilotica) des sachets.

Pour Acacia nilotica, Gliricidia sepium, Leucaena leucocephala et Manihot esculenta,
la dégradabilité theorique est similaire, mais la teneur en tanins condensés ou en tanins totaux
est trés différente d’une plante a I’autre, ce qui montre que la teneur en tanin n’est pas le
principal facteur qui détermine la dégradabilité. Les valeurs obtenues sont souvent différentes
des données de la littérature, mais la comparaison semble difficile, parce que la composition
chimique, en particulier la teneur en fibres, en lignine et en tanins, varie selon les études en
raison des différences d’origine et de stade végétatif des échantillons. Khazaal et al. (1993)
n’ont pas trouvé de lien entre les tanins totaux extractibles des plantes et la disparition de la
matiere séche in situ. Méme lorsque nos résultats correspondent aux données de la littérature,
cela peut correspondre a différents mécanismes : la dégradation de la matiere séche pour
I’Acacia nilotica est similaire a celle d’une étude précédente (Cheema et al., 2011), mais avec

une fraction soluble inférieure (a) et une vitesse de dégradation (c) plus élevée.

I111.3/ Tanins condensés et microbiote ruminal

Au début des années 2000, diverses expériences in vivo ont commencé a montrer le
potentiel anti-méthanogene des plantes et des extraits riches en tanins condensés chez les
ruminants (Woodward et al., 2001, 2002; Waghorn et al., 2002; Puchala et al., 2005). Ces
résultats prometteurs ont motivé le besoin de comprendre comment les tanins pourraient
inhiber la méthanogenese et pour répondre a cette question les chercheurs se sont dirigés vers
I’analyse des différentes populations microbiennes du rumen en menant des études aussi bien
in vitro qu’in vivo sur les changements quantitatifs et qualitatifs dans ces populations en

réponse a I’apport de tanins, avec des méthodes de plus en plus sophistiquées.

En agissant directement ou indirectement sur la méthanogenése, les tanins condenses
ont la capacité de perturber plus ou moins la production de CH4 ruminal. Les principales
questions qui doivent étre abordées sont : quels sont les mécanismes précis par lesquels les
tanins agissent sur les microorganismes? Quelles sont les caractéristiques chimiques des
tanins condensés responsables de ces interactions? Les tanins condenses peuvent-ils diminuer
la méthanogeénése sans altérer la dégradabilité des aliments, c'est-a-dire agissent-ils
préférentiellement sur certains groupes microbiens par rapport a d’autres? En effet, les tanins

condensés peuvent directement agir sur les archées méthanogénes ou sur les microorganismes
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qui leur sont associés et qui interviennent en amont de la méthanogenese comme les
protozoaires et les bactéries cellulolytiques (fournisseurs de Hy), compromettant de ce fait la
digestibilité. Dans la publication 4, nous avons essayé de répondre & ces questions de
recherche en mesurant in vivo la quantité et la diversité des bactéries totales, des principales

bactéries cellulolytiques, des protozoaires et des archées méthanogeénes.

Les résultats ont montré que les tanins condensés de Gliricidia sepium, Leucaena
leucocephala et Manihot esculenta n’ont eu aucun effet sur le nombre de protozoaires. La
littérature rapporte des effets différents des tanins condensés sur la population des
protozoaires ; ils varient de I’absence d’effet a un effet trés négatif (revues de Makkar, 2003 ;
Patra et Saxena, 2009). Dans les études in vitro de courte durée (systeme batch) les
diminutions de population sont fréquentes. Ainsi, Bhatta et al. (2015) ont noté une diminution
de la population des protozoaires ciliés du rumen en testant in vitro des plantes tropicales
ayant une concentration de tanins de 26 % et 14 %. Sallam et al. (2010) ont observé une
diminution des protozoaires in vitro avec Leucaena leucocephala. L’effet est plus prononcé
sur les holotriches. Monforte-Briceno et al. (2005) ont testé in vitro les propriétés de
défaunation de 15 arbres fourragers, qui contiennent des teneurs variables de tanins
condensés. Sur les 15 fourrages, I’effet inhibiteur sur les protozoaires s’observait chez les
fourrages dont la teneur en tanins condensés etait supérieure a 10% de la matiére seche,
soit Acacia farnesiana, Calliandra calothyrsus et Lysiloma latisiliquum pour lesquels le
nombre de protozoaires était réduit a zéro au bout de 24 h. Les changements dans les
populations microbiennes pendant les incubations in vitro sont toutefois difficiles a interpréter
parce qu’elles ne reproduisent pas parfaitement ce qui se passe dans le rumen : les systémes in
vitro peuvent induire des biais liés en particulier a une baisse du pH, et a un milieu artificiel
(tampon artificiel, source azotée simple et non protéines) pouvant avoir une action pour
réduire les protozoaires. C’est pour cette raison que nous n’avons pas compté les protozoaires
dans 1’essai in vitro (publication 4). Quelques études rapportent une diminution des
protozoaires associée a 1’emploi des tanins in vivo (Lima et al., 2019 ; Malik et al., 2017).
Wann et al. (2019) ont rapporté une diminution des protozoaires, mais leur essai est peu
convaincant car la plante étudiée (bambou) contient des quantités modérées de tanins
condensés, mais des quantités importantes de saponines. Inversement, Carulla et al. (2005)
ont rapporté une inefficacité de 1’extrait de tanins d’Acacia mearnsii sur la population de
protozoaires chez des moutons. Le méme résultat est rapporté in vivo par Pifieiro-Vazquez et

al. (2018) sur des génisses avec les tanins condensés de Leucaena leucocephala et par Baruah
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et al. (2019) sur des moutons avec une source de tanins hydrolysables et une source de tanins
condensés. De méme, Jayanegara et Palupi (2011) ont montré que la population de
protozoaires n’était pas affectée par les tanins condenses, aussi bien in vitro qu’in vivo; cette
tendance a été confirmée par les mémes auteurs dans deux méta-analyses qui n’ont révélé
aucune relation entre les tanins et la population de protozoaires (Jayanegara et al., 2012,
2018ab). Patra et Saxena (2009) ont suggeré que I’effet des plantes riches en tanins condensés
sur les populations de protozoaires dépend de la nature et de la concentration des tanins, il est

donc difficile de tirer des conclusions définitives.

Dans la présente étude, le nombre de bactéries totales a diminué en présence de plantes
riches en tanins condensés sans que le nombre Fibrobacter succinogenes ne soit affecté. La
population de Ruminococcus albus était plus grande dans le rumen des moutons consommant
les plantes riches en tanins condensés ; cependant, le nombre de Ruminococcus flavefaciens a
diminué. Pilajun et Wanapat (2013) ont rapporté une invariabilité du nombre des bactéries
totales déterminées par PCR quantitative. Cependant, d’autres études utilisant la PCR
quantitative ont démontré que les tanins condensés entrainaient une diminution du nombre de
bactéries (Patra et Saxena, 2009; Anantasook et al., 2013 ; Ridwan et al., 2019 ; Sharifi et al.,
2019). Carrasco et al. (2017) ont noté une modification de la composition du microbiote
ruminal chez des bouvillons Holstein, en réponse aux tanins condenseés ; le séquencage a haut
débit des amplicons 16S rRNA a montré une réduction de 1’abondance de Prevotella et de
Fibrobacter en faveur de la population des Ruminococcaceae. Sharifi et al. (2019) ont
également rapporté une sensibilité dose-dépendante de la population de Ruminococcus albus
et de Fibrobacter succinogenes, cependant la population de Ruminococcus flavefaciens n’a
pas été touchée. Fibrobacter succinogenes a également été fortement réduite par Leucaena
leucocephala (Longo et al., 2013), bien que cette bactériec ne soit pas productrice d’Hj
contrairement aux autres bactéries cellulolytiques et donc que sa réduction n’affecte pas la
méthanogénése. Les tanins condensés impactent aussi la diversité des bactéries ; ceci a été
montré par Min et al. (2014b) par le séquengage a haut debit, ou le nombre des Bacteroides et
de Firmicutes a augmenté in vivo avec les tanins condensés comparativement a un témoin. La
méme tendance a été rapportée par Diaz-Carrasco et al. (2017) avec un ratio Firmicutes :

Bacteroides plus élevé en présence de tanins in vivo.

L’activité inhibitrice des tanins condensés vis-a-vis des bactéries est liée a la capacité
des tanins condensés a former des complexes avec les parois bactériennes provoquant des

changements morphologiques qui perturbent leur attachement. Les tanins condensés
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précipitent les enzymes extracellulaires secrétes (Jones et al., 1994). Dans la présente étude, la
réduction de la production de CH, et 1I’absence d’effet sur la concentration d’ammoniac et la
dégradation de la matiere organique suggerent que les tanins condensés contenu dans les
fourrages testés peuvent avoir une plus grande affinité pour les protéines microbiennes que

pour les protéines alimentaires.

L’absence d’effet des fourrages contenant des tanins condensés sur les populations de
protozoaires et des bactéries dans la présente étude, avec une diminution de la production de
CH,, suggere un effet direct de ces molécules sur les archées méthanogenes, mais aucune
diminution de la population d’archées méthanogénes n’a été observée. Le pouvoir anti-
méthanogéne des tanins condensés est souvent attribué a une réduction de la population
d’archées méthanogénes, comme quelques expériences 1’ont montré avec des plantes riches
en tanins condensés en utilisant des techniques allant de la culture bactérienne jusqu’au
séquencage (Tavendale et al., 2005; Animut et al., 2008a ; puchala et al., 2012 ; Diaz-
Carrasco et al., 2017 ; Ridwan et al., 2019). Inversement, plusieurs rapports ont échoué a
montrer un effet inhibiteur des tanins condensés sur la population des archées méthanogenes
(Norrapoke et al., 2012; Pilajun et Wanapat, 2013). Des études approfondies sur la résistance,
la tolérance ou 1’adaptation des archées méthanogénes aux tanins condensés sont nécessaires
pour caractériser les causes de cette résistance. Longo et al. (2013) ont observé que la
population des archées méthanogene a diminuée en présence de plantes riches en tanins
(Leucaena leucocephala, entre autres) in vitro mais que celle-ci a récupéré sa valeur initiale
au bout de 24 h. L’action des tanins condensés sur les archées méthanogeénes peut étre due a
une action létale sur les individus ou a I’inhibition de leur activité ou des deux (Tavendale et
al., 2005; Popova et al., 2011) ; dans notre étude seule la quantité des archées méthanogénes a
été mesurée. L’effet des tanins condensés sur les populations microbiennes dépend de
I’affinité relative des tanins condensés pour les protéines alimentaires par rapport aux
protéines microbiennes. Les activités anti-méthanogénes des tanins condensés peuvent étre
dues a la précipitation des protéines fonctionnelles (enzymes et coenzyme) situées sur des
sites accessibles inhibant de ce fait I’activité de cette population (Pilajun et Wanapat, 2013). 1l
convient de noter que la majorité des archées méthanogénes libres est souvent intégrée dans
un biofilm a la surface des particules végétales ou le H, est produit par les bactéries
cellulolytiques (Leng, 2014); de ce fait elles sont protégées et ne peuvent pas étre inhibées

par les agents anti-méthanogenes comme les tanins condensés.
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Dans la majorité des essais, il n’y a pas eu de lien entre la production de CH, et le
nombre d'archées méthanogénes. Les variations alors observées dans les émissions de CH,4
sont liées & des modifications de la diversité des archées méthanogénes, ou de leur activité.
Une relation structure-activité a été mise en évidence par Saminathan et al., (2016) grace a
une approche métagénomique, ces auteurs ont rapporté que les fractions de tanins condensees
de différents poids moléculaires provenant de Leucaena leucocephala, avaient modifié la
taille et la diversité des populations d’archées méthanogenes in vitro ; ils ont montré que
I’abondance relative du groupe Thermoplasmata a augmenté avec 1’augmentation du poids
moléculaire des fractions de tanins condensés, tandis que le groupe prédominant d’archées
méthanogénes Methanobrevibacter a significativement été réeduit. De méme, les résultats issus
de I’é¢tude métagénomique rapportée par Min et al. (2014a) ont indiqué que 1’incorporation
des écorces de pin (source de tanins condenses) dans le régime alimentaire de chevres a
sélectivement modifié la population des bactéries et des archées méthanogeénes.
Similairement, Tan et al. (2011b) ont rapporté une modification de la diversité de la
population d’archées méthanogeénes chez des bovins consommant des tanins condensés,
comparativement a un témoin : le nombre d’archées méthanogénes appartenant aux ordres des

Methanomicrobiales et des Methanobacteriales est divisé par 2 et 5, respectivement.

Pour conclure, l'utilisation d'un composé particulier comme inhibiteur dans la ration
engendrent des changements de diversité ou d'activité des archées méthanogénes en raison
d'une moindre disponibilité en H, (Popova et al., 2011). Bien qu'a priori trés peu de genres
soient présents dans le rumen, les études sur la diversité des archées méthanogeénes se
poursuivent en employant les techniques les plus modernes de biologie moléculaire, et de
nouvelles séquences sont constamment découvertes. Comme dans tout écosysteme, les actions
ciblant des microorganismes particuliers suscitent inévitablement des réponses des autres
populations présentes au sein du rumen. Pour étre efficaces, les stratégies de lutte contre la
méthanogenése doivent prendre en considération la réaction de I'ensemble de la communauté

microbienne ruminale.

IVV/ Tanins et méthane entérique
IVV.1/ Tanins condensés et méthane

L’utilisation des plantes tropicales riches en tanins condensés dans les régimes

alimentaires des ruminants est une voie prometteuse pour reduire la production de CH,
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(Jayanegara et al., 2012 ; Huang et al., 2018). La fermentation entérique et la production de
CH, sont fortement influencées par les plantes riches en tanins condensés. Souvent la
fermentation ruminale et la production de CH, sont inversement proportionnelles a la
concentration de tanins condensés. C’est le cas dans les résultats présentés dans les
publications 3 et 4. Dans les essais reportés dans le publication 3, Manihot esculenta et
Leucaena leucocephala avaient un effet anti-méthanogene plus élevé que Gliricidia sepium,
in vivo et in vitro, mais cette différence s’expliquait par une teneur en tanins condensés
nettement plus faible pour Gliricidia sepium. Dans 1’essai reporté dans le publication 4, les
plantes testées dans cette étude ont baissé la production de CH4 avec des ampleurs différentes.
Comparativement au témoin, Acacia nilotica, Calliandra calothyrsus et Musa spp. ont un fort
pouvoir anti-méthanogene ; nous ne commenterons pas ici les résultats d’Acacia nilotica, dont
les effets sont probablement plus liés aux tanins hydrolysables qu’aux tanins condensés (voir
section suivante). Par rapport a Calliandra calothyrsus et Musa spp, Leucaena leucocephala a
un effet moins marqué. Quant a Gliricidia sepium et Manihot esculenta, ils n’ont pas d’effet

significatif par rapport au témoin.

Les résultats que nous avons obtenus avec Leucaena leucocephala dans les deux essais
confirment les résultats de la bibliographie, car cette plante a fait I’objet de plusieurs études in
vitro et in vivo. Soltan et al. (2013) ont montré que plusieurs fourrages tropicaux, dont
Leucaena leucocephala, inhibaient la production de CH, in vitro et in vivo. Pal et al. (2015)
ont étudié 18 plantes tropicales ayant différentes teneurs en tanins condensés, et ont rapporté

une faible production de CH,4 pour Acacia nilotica et Leucaena leucocephala.

La tres faible production de CH,4 pour Calliandra calothyrsus (58% de réduction par
rapport au témoin) est certainement due a sa teneur en tanins trés élevée. Des résultats de la
bibliographie font état de réductions de CH4 moins fortes, mais les échantillons étudiés sont
moins riches en tanins : in vivo, Calliandra calothyrsus (17% de tanins condensés) a réduit de
maniére modérée la production de CH, (Tiemann et al., 2008a) ; in vitro la méme plante mais
a 7% de tanins condensés a entrainé une baisse de CH, attribuée a une faible déegradation des
fibres (Tiemann et al., 2008b). Dans le cas de Musa spp (64% de réduction de production de
CH, par rapport au témoin), il est probable que la cause de la réduction de méthanogenése est
essentiellement liée a une faible dégradabilit¢ du NDF; D’action d’autres composés

secondaires non identifiés n’est toutefois pas a exclure.

Une contradiction entre les différents essais que nous avons menés apparait clairement

pour Gliricidia sepium et Manihot esculenta. In vitro, Gliricidia sepium réduit la production
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de CH4 (publication 4) ou non (publication 6). In vivo, elle ne la réduit pas (publication 3).
Soliva et al. (2008) ont déja signalé que Gliricidia sepium n’était pas tres efficace pour
réduire la production de CH,. Le faible pouvoir anti-méthanogene de Gliricidia sepium
semble étre lié a une teneur modérée en tanins condensés, mais il y a probablement une autre
cause, qui reste a déterminer. Dans le cas de Manihot esculenta, 1’effet antiméthanogéne était
élevé dans les essais des publications 3 et 4 ; I’absence d’effet dans 1’essai de la publication 6
est difficilement explicable.

La grande variabilité des réponses sur la méthanogenése que nous avons obtenues,
ainsi que celles de la bibliographie laissent supposer une large plage de réponse d’un essai a
I’autre pour une méme plante, comme ’ont suggéré Piluzza et al. (2014). Indépendamment de
la variation liée a la méthodologie d’analyse des tanins, la teneur en parois des plantes et la
dégradation de ces parois joue un rdle important dans la production de H, précurseur du CHy,
(Martin et al., 2010), les tanins ont une double action due a leur effet sur le microbiote, d’une
part en réduisant la dégradation des parois dans le rumen, d’autre part directement par une

action négative sur les archées méthanogenes.

La question d’un seuil de tanins pour observer une baisse de CH, n’est pas résolue. Un
de nos objectifs était I’¢tude de la relation dose-réponse afin de déterminer si la relation entre
la teneur en tanins condensés et la production de CH,4 dépendait de la dose et donc s’il y avait
un seuil minimal de teneur en tanins condensés pour observer un effet sur la production de
CH,. Dans les conditions in vitro de notre étude (publication 4), la production de CH, a
diminué de fagon linéaire avec 1’augmentation de la dose employée. Huang et al. (2010) ont
constaté une diminution linéaire de la production de CH,; avec une quantité de tanins
condensés comprise entre 0 et 50 mg /g MS de Leucaena leucocephala. Tiemann et al.
(2008a) ont noté une réduction linéaire des émissions quotidiennes de CH,4 avec I’inclusion de
Calliandra calothyrsus (17,5% de tanins condensés) dans le régime alimentaire (150 ou 300
g/kg de MS). Une corrélation négative a été egalement trouvée entre la teneur en tanins et la
production de CH, (Jayanegara et al., 2012). De méme, Tan et al. (2011a) a signalé une
diminution linéaire et quadratique de la production de gaz et de CH, avec une augmentation
de la teneur en tanins condensés de Leucaena leucocephala. La méme tendance a été
observée par Hess et al. (2006) pour Calliandra calothyrsus. Au contraire, quelques essais
réalisés avec des doses modérées de tanins (20 g/kg de MS d’extrait de tanin de quebracho)
ont éteé inefficaces pour réduire la production de CH,4 (Beauchemin et al., 2007). De méme,

Bhatta et al. (2012) ont signalé que les feuilles de Leucaena leucocephala et de Gliricidia
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maculata, une variété proche de Gliricidia sepium, n’entrainent pas une reduction de CHy in
vitro. Toutefois, pris ensemble, ces résultats vont assez nettement dans le sens de I’absence

d’un seuil minimal pour 1’obtention d’un effet anti-méthanogene.

En dehors de la teneur en tanins condensés, leur structure chimique qui détermine leur
activité biologique pourrait jouer un role. L’activité des tanins condensés semble liée a des
propriétés telles que la taille et le poids des molécules (Patra et Saxena, 2009; Huang et al.,
2010), le nombre de sites de liaisons (Mueller-Harvey, 2006), et les interactions avec d’autres
composés (fibres, protéines, et d’autres métabolites secondaires). En concordance avec ces
hypothéses, Huang et al. (2011) ont montré que I’inhibition de la production de CHy in vitro
était autant plus grande que le poids moléculaire des tanins condensés augmentait chez
Leucaena leucocephala. Malgré ces observations, notre travail a montré que la teneur en
tanins condensés est le principal moteur des changements qui se produisent au cours de la
fermentation ruminale. De méme, Naumann et al. (2013b, 2018) ont montré que les
différences de poids moléculaire entre les tanins condensés de légumineuses tropicales, entre
autres Leucaena retusa et Acacia angustissima n’étaient pas corrélées avec la production de
CHy in vitro et que I’activité biologique des tanins dépend plutét de la teneur globale en tanins
condensés de la plante.

IVV.2/ Tanins hydrolysables et méthane

Les effets des tanins hydrolysables sur les fermentations dans le rumen et la
production de CH,4 sont moins connus que ceux des tanins condensés. Néanmoins, les données
récentes sur les effets anti-méthanogenes potentiels des tanins hydrolysables montrent
clairement la nécessité de reconsidérer leur activité contre la méthanogénése ruminale
(Pellikaan et al., 2011; Hassanat et Benchaar, 2013). De plus, le peu d’études qui existe sur le
sujet ont testé des extraits de tanins hydrolysables plutét que des plantes fourragéres riches en
tanins hydrolysables, pour lesquelles les informations sont limitées, alors qu’elles sont le
moyen le plus facile de fournir les composés végétaux secondaires désirables pour les
ruminants. Dans la présente étude, Acacia nilotica a été utilisée comme source de tanins
hydrolysables ; cette derniére est une plante largement distribuée dans les zones tropicales et
subtropicales séches en régions d’Afrique et d’Asie (Heuzeé et al., 2016). Nous avons examiné
2 fractions de cette plante, consommées par les animaux: feuilles et gousses. Malgré la

présence de tanins condenses dans les feuilles et les gousses d’Acacia nilotica, il est supposé
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que les effets sur la production de CH,4 sont principalement dus aux tanins hydrolysables car :
i) ils représentent 70 % du contenu global en tanins et ii) les comparaisons directes entre les
extraits de tanins hydrolysables et les tanins condensés ont montré que les tanins
hydrolysables sont aussi efficaces que les tanins condensés (Hassanat et Benchaar, 2013) ou
plus efficaces que les tanins condenses (Pellikaan et al., 2011 ; Jayanegara et al., 2015; Min et
al., 2015) dans I’inhibition de la production de CH4. Cependant, il est possible que certains
effets observés avec Acacia nilotica soient dus a des composés autres que les tanins comme
les saponines (Solomon-Wisdom and Shittu, 2010) qui sont connues pour avoir dans certains

cas des propriétés anti-méthanogénes (Martin et al., 2010).

La diminution de la production de CH4 que nous avons observée était conforme aux
données obtenues par Pal et al. (2015) qui ont utilisé des feuilles d’Acacia nilotica (37,7 g/kg
MS de tanins hydrolysables ; 4,6 g/kg de MS de tanins condensés) et ont trouvé une plus
grande inhibition de la production de CH,4 avec Acacia nilotica qu’avec d’autres plantes riches
en tanins. Par rapport a un témoin, Zabré et al. (2018) n’ont pas constaté de diminution de la
production de CH, avec une sous-espéce d’Acacia nilotica riche en tanins condensés mais
pauvre en tanins hydrolysables, alors qu’une forte diminution a été observée avec un
échantillon d’Acacia raddiana riche en tanins hydrolysables. Parmi eux, les ellagitanins sont
probablement le principal inhibiteur de CH, (Baert et al., 2016). Dans notre étude, la
diminution de la production de CH, et des AGV totaux était dose-dépendante, mais la
diminution du CH, a été 3 a 6 fois plus élevée que celle des AGV. Par exemple, les feuilles
d’Acacia nilotica ont diminué de 64% la production de CH4 et de 11% celle des AGV totaux,
comparativement au foin témoin. Quant aux gousses d’Acacia nilotica, une diminution de
55% pour le CH,4 était accompagnée d’une baisse de 29% des AGV totaux. Des résultats
similaires ont été rapportés par Gemeda (2015) qui a observé un taux de 33 % de réduction de
la production de CH, lorsque la luzerne a été remplacée par 30% d’Acacia nilotica dans un
régime de mouton, en revanche, la concentration des AGV totaux et la digestibilité de la
matiére organique n’ont pas été affectées. En outre, et conformément a nos résultats, les
extraits de tanins hydrolysables de chataignier (Castanea sativa) et de chéne (Quercus
aegilops) induisent une diminution plus marquée du CH,4 que celle de la production d’AGV
totaux in vitro (Hassanat et Benchaar, 2013; Min et al., 2015). Les effets des tanins
hydrolysables sur le profil des AGV totaux sont plus variables. Dans notre étude, le ratio
acetate:propionate a augmenté, ce qui en théorie ne va pas dans le sens d’une diminution de la

production de CHy, car la production d’acétate et de propionate est respectivement productrice
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et consommatrice de H,. La méme tendance a été rapportée par Pellikaan et al. (2011) qui
stipulent que les tanins hydrolysables générent plus d’acétate que les tanins condensés. Cela
pourrait s’expliquer par la dégradation ruminale des tanins hydrolysables par des bactéries
dégradant les tanins en acétate et butyrate (Goel et al., 2005). Des accepteurs d’¢lectrons, tels
que I’acide caféique, qui est présent dans Acacia nilotica, peuvent avoir favorisé la production
de I’acétate (Cord-Ruwisch et al., 1988). D’autres études ont signalé la tendance inverse avec
I’extrait de chataignier (Jayanegara et al., 2015) ou aucun effet sur le ratio acétate:propionate

avec les extraits de chataignier et de chéne (Hassanat et Benchaar, 2013; Min et al., 2015).

Rares sont les études qui ont testé 1’effet des tanins hydrolysables sur la fermentation
et la production de CHy in vivo. Une forte teneur en tanins hydrolysables de I’extrait de
chataignier (9 % du régime alimentaire) a résulté en une considérable diminution de la
digestibilité chez des chevres et des moutons (Zimmer et Cordesse, 1996), alors qu’une plus
faible dose d’extrait de chataignier (1,5 % du régime alimentaire) n’a pas affecté la production

de CH, ainsi que la concentration des AGV totaux chez des bouvillons (Krueger et al., 2010).

Les gousses d’Acacia nilotica ont plus fortement impacté la fermentation que les
feuilles d’Acacia nilotica résultant en une production moindre de gaz et d’AGV totaux, alors
que I’effet sur la production de CH,4 ne différait pas entre les deux parties de la plante. Au
contraire, Nsahlai et al. (2011) n’ont pas montré de différence de production de gaz et de
dégradation de la matiére seche entre les feuilles et les gousses d’Acacia nilotica mais, bien
qu’ils aient signalé une teneur en tanins condensés beaucoup plus élevée dans les gousses que
dans les feuilles, la teneur en tanins hydrolysables et la production de CH4 n’ont pas été
mesurées. Nos résultats sont cohérents avec le contenu en tanins hydrolysables dans les
feuilles et les gousses pour la production de gaz et les AGV totaux, mais 1’absence de
différence concernant la production de CH, est difficile a expliquer. Plusieurs hypothéses
peuvent étre proposées. La premiére est que la nature des tanins hydrolysables differe entre
feuilles et gousses, comme suggéré par Salminen et Karonen (2011) ; dans les feuilles, on
peut penser que les ellagitanins agissent plus selectivement contre les archées méthanogenes
que sur les autres populations bactériennes du rumen et peuvent également avoir des
propriétés anti-protozoaires, ce qui se traduit par une inhibition de la production de CH, par
réduction de la production de H, sans pour autant que la fermentation ruminale ne soit
entravée, contrairement aux gousses dont la concentration des ellagitanins est élevée. De plus,
Pellikaan et al. (2011) ont rapporté que les ellagitanins de type tellimagrandine I et 11 étaient

des agents inhibiteurs trés sélectifs vis-a-vis des archées méthanogenes par opposition aux
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tanins condensés, aux gallotanins et aux autres ellagitanins, qui ont une action plus largement
antibactérienne (Hou et al., 2000; Kamijo et al., 2008). Il est possible que la nature des
ellagitanins varie entre gousses et feuilles, bien qu’il n’y ait aucune connaissance a ce sujet.
La seconde hypothese, déja évoquée ci-dessus, est la présence dans Acacia nilotica d’autres
composés antinutritionnels, tels que les saponines, qui ont été trouves dans les feuilles par
Solomon-Wisdom et Shittu (2010) mais pourraient étre en concentration différentes entre les
feuille set les gousses. Il est également possible que la production de CH4 ne puisse diminuer
au-dela d’un certain seuil de concentration de tanins hydrolysables. Bien sir les hypothéses

émises nécessitent une validation expérimentale.

Contrairement aux tanins condensés, pour lesquels la diminution de la production de
CHj est due d’une part a la diminution de la fermentation des glucides et d’autre part a une
action specifique des tanins sur les microorganismes impliqués dans la production de CHy, il
est probable que le principal mécanisme par lequel les tanins hydrolysables entrainent la
réduction de la production de CH, est leur effet direct sur les microorganismes. C’est ce que
suggerent les résultats de notre étude, et c’est I’analyse qu’en ont tiré Vasta et al. (2019) dans
une récente revue. L’effet négatif des tanins hydrolysables sur les protozoaires, qui sont de
forts producteurs de H,, et sur les archées méthanogenes, qui convertissent I’H, en CHy, a été
démontré avec extraits purifiés de tanins hydrolysables de chataignier et de sumac
(Jayanegara et al., 2015), de chataignier et de valonea (Witzig et al., 2018) ou avec 1’acide
tannique (Yang et al., 2017). L’action négative des tanins hydrolysables sur la population
d’archées méthanogénes a récemment été montrée par Zabré et al. (2018) sur Acacia
raddiana, une plante voisine d’Acacia nilotica. Il ne semble pas y avoir d’action négative sur
la population de bactéries cellulolytiques, mais un changement de leur composition a été
observé avec des extraits de chataignier et de valonea par Witzig et al. (2018). Dans
I’ensemble, ces résultats suggérent que les tanins hydrolysables pourraient étre plus efficaces

que les tanins condensés pour I’atténuation du CHg.

IV.3/ Interaction entre tanins hydrolysables et condensés

Un des objectifs de ce travail était de déterminer si la combinaison de deux plantes
riches en tanins hydrolysables et en tanins condensés agissait sur les fermentations de maniére
additive (relation linéaire lorsque la proportion de chacune varie) ou de maniére associative
(relation curvilinéaire, dite aussi quadratique, 1’effet du mélange pouvant stimuler ou réduire

les fermentations par rapport aux plantes employées individuellement). Nous avons d’abord
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supposé que la combinaison des 2 sources de tanins hydrolysables pouvait entrainer des
effets associatifs sur 1’inhibition du CH4 sans effets perceptibles sur la fermentation. La
composition des tanins hydrolysables varie entre les organes (Baert et al., 2017) et selon la
saison pour un organe végeétal donné (Hatano et al., 1986). Dans notre étude, la production de
CH; et d’AGV totaux a varié de facon linéaire avec changements du rapport
feuille:gousse. Cela ne permet pas de tirer des conclusions sur les différences de tanins
hydrolysables entre les feuilles et les gousses. Cependant, les résultats suggérent qu’il n’y a
aucun avantage a stocker les gousses et les feuilles d’Acacia nilotica, qui sont a maturité a des
saisons différentes, pour les donner en méme temps aux animaux. Les effets associatifs sont
plus probables entre les plantes riches en tanins hydrolysables et les plantes riches en tanins
condensés, plutét qu’entre 2 sources de tanins hydrolysables en raison des différences
majeures entre ces 2 classes de tanins. Cependant, la littérature est rare sur ce sujet. Il existe
trés peu d’études in vitro concernant I’influence des mélanges de fourrages riches en tanins
sur la production de CHy4 et les paramétres de fermentation et dans le peu qui existe les
chercheurs n’ont pas spécifiquement testé la linéarit¢ ou la non-linéarité des effets de la
combinaisons (Seresinhe et al., 2014). Hess et al. (2006) ont testé une légumineuse riche en
tanins (Calliandra calothyrsus, provenant de deux pays différents) et une légumineuse a faible
teneur en tanins (Cratylia argentea) seule ou en combinaison et ont rapporté des effets
linéaires sur la production de CH4. Inversement, Jayanegara et al. (2013) ont rapporté un effet
associatif sur la production de CH4 en combinant une plante pauvre en tanins avec des plantes
riches en tanins hydrolysables ou en tanins condensés ; celle-ci était plus faible que la valeur
prévue de la somme des plantes individuelles si la réponse avait été linéaire. Ces auteurs ont
suggeré que les effets associatifs de la combinaison sur la production de CH, sont observés
lorsque la combinaison est faite entre des plantes trés différentes dans leur potentiel de
production de CH,, ce qui n’est pas le cas pour les plantes utilisées dans cette étude. Sinz et
al. (2019) ont rapporté que les combinaisons d’Acacia mearnsii (connu pour sa richesse en
tanins condensés) avec d’autre plantes riches en tanins et en polyphénols étaient plus efficaces
pour réduire le CH,4 que ’acacia seul, indiquant que des combinaisons binaires peuvent étre
synergiques, mais que I’effet était additif pour les AGV. Toutefois ces auteurs ne donnent pas

de composition precise en tanins des plantes étudiées.

Les différences de résultats liées a la nature des combinaisons pourraient en théorie
étre expliquées par le rapport tanins hydrolysables : tanins condensés. Mais il faut noter que

les deux sources de tanins hydrolysables utilisées dans notre étude avaient des rapports
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semblables (2,22, 2,23 pour les feuilles et les gousses d’Acacia nilotica, respectivement). De
méme, les deux sources de tanins condenses avaient des ratios similaires (0,07, 0,09 pour
Leuceana leucocephala et Calliandra calothyrsus, respectivement). Cela suggére que le
rapport tanins hydrolysables : tanins condensés n’est pas le principal facteur des différences
entre les combinaisons. Une nouvelle fois, ces différences pourraient également étre
expliquées par la présence d’autres composés secondaires végétaux comme les saponines

présentes dans les feuilles d’Acacia nilotica (Solomon-Wisdom et Shittu (2010).

Notre expérience a montré que ’effet de combiner des plantes contenant des tanins
hydrolysables et des tanins condensés résulte en une plus forte production d’AGV totaux. Cet
effet est modéré mais statistiquement significatif. Cela peut suggérer que la dégradation des
fibres est moins affectée lorsque les deux classes de tanins sont mélangées, probablement en
raison d’un effet négatif moindre sur 1’activité bactérienne. Si une réponse de type
associativité sur la production d’AGV totaux était confirmée in vivo, il serait intéressant de
développer des cultures mixtes d’arbres riches en tanins hydrolysables et en tanins condensés

dans la méme zone.
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La production de CH,4 entérique est une voie métabolique essentielle chez les
ruminants, qui permet d’éliminer I’H2 produit lors de la dégradation des glucides dans le
rumen, et permettant le maintien de conditions physico-chimiques optimales pour
I'écosysteme microbien ruminal. Or ce gaz fait partie du panier des gaz pointés pour leur
responsabilité dans le réchauffement climatique que les communautés politique et
scientifique se sont engagées a réduire. Plusieurs travaux ont vu le jour dans le but tout
d'abord de comprendre les sources émettrices parmi les activités anthropiques, puis de
rechercher un moyen de lutter contre la méthanogenése en respectant au maximum les
performances des animaux. C’est dans cette optique que s’inscrivent les travaux de cette thése

qu’on peut diviser en deux parties.

La premiere partie avait pour principal objectif de confirmer ou d’infirmer les données
de la FAO par rapport a la forte contribution des pays tropicaux a la production de CH,4
(publications 1 et 2). Plus particulierement, ce projet visait a évaluer I’effet global de
I’environnement tropical avec ses composantes : fourrage en C4 et génotype animal adapté
aux tropiques (Blackbelly) sur la digestibilité, la fermentation et les émissions de CH,, et de le
comparer a l’environnement tempéré avec les mémes composantes (fourrage en C3 et
génotype animal adapté aux zones tempérées Texel). Il ressort que les différences dans les
émissions de CH, entérique par les ovins dans le site tempéreé et tropical sont multifactorielles
et ont été influencées par le type de fourrage (C3 contre C4), le génotype et les interactions
avec I’environnement. Le plan expérimental original utilisé dans cette étude a permis de
mettre en évidence une interaction entre le génotype et le I’emplacement géographique qui
n’ont jamais été signalés auparavant. Il a également été démontré que chaque génotype est
adapté a I’environnement dans lequel il vit: en effet le génotype indigéne de la région
tropicale, Blackbelly, alimenté avec des fourrages en C4 dans le site tropical produit des
quantités de CH, comparables au génotype Texel alimenté avec des fourrages en C3 dans le
site tempére. Au niveau du microbiote ruminal, les différences observées entre site tropical et
tempéré étaient intrinseques a la localisation géographique et ne pouvaient pas étre attribuées
au type de fourrage ni au génotype. Bien que les populations de bactéries totales et d’archées
méthanogénes fussent plus abondantes dans le site tropical, celle-ci n’a pas été associée a une
plus forte production de CHy, ce qui montre la capacité d’adaptation de chaque génotype a
son environnement, suggerée par l’interaction génotype-site. Ces travaux remettent en

question 1’hypothése générale selon laquelle les émissions de CH,4 entérique liees a la
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consommation de fourrages sont plus importantes dans les régions tropicales que dans les

régions tempérées.

La deuxieme partie de ce travail avait pour objectif la valorisation de certains
fourrages tropicaux comme agents anti-méthanogénes en raison de leur richesse en tanins

hydrolysables et/ou en tanins condensés on combinant des essais in vitro, in vivo et in situ.

L’étude in vivo de I’introduction de plantes contenant des tanins condensés a raison de
40% du régime sous forme de granulés a montré un potentiel de réduction de CH,4 entérique
(publication 3). Leucaena leucocephala, Manihot esculenta et, dans une moindre mesure,
Gliricidia sepium sont bien consommeés sans effets indésirables sur la fermentation ruminale
et la digestibilité, avec une augmentation de I’ingestion volontaire. Ceci suggére que la
granulation pourrait constituer un mode d’administration des plantes riches en tanins
condenses connues pour leur astringence. En outre, la granulation des fourrages permet une
augmentation de 1’ingestion. In vitro, la relation dose-réponse était linéaire pour les plantes
étudiées (publication 4); la dose de tanins condensés a donc été le principal facteur de la
réponse plutét que la source. La réduction de CHj, suite a 1’ajout de ces trois plantes riches en
tanins condensés n’a pas pu étre expliquée par les changements du microbiote ruminal, qui
ont été mineurs; ce résultat n’apporte pas une exception a la constatation qu'il n'existe pas de

lien entre la production de CH,4 et le nombre d'archées méthanogenes.

L’étude in vitro réalisée sur les tanins hydrolysables contenus dans Acacia nilotica
montre que cette plante a la capacité d’inhiber fortement la production de CH,4 sans effets
négatifs marqués sur la fermentation ruminale (publication 5). L’effet d’Acacia nilotica sur la
production de CHy était plus marqué comparativement aux plantes riches en tanins condensés,
Calliandra calothyrsus et Leucaena leucocephala, testées dans la méme étude. Ceci suggére
que les tanins hydrolysables conviennent mieux pour réduire la production de CH,; que les
tanins condensés. L’association de plantes riches en tanins hydrolysables et en tanins
condensés n’a pas permis de dégager de possibles synergies sur la production de CHy; seul un
effet associatif entre plantes riches en tanins hydrolysables et en tanins condensés a été

obtenu, résultant en une concentration supérieure d’AGV par rapport a un effet additif.

L’étude in situ et in vitro de la relation entre la dégradation des protéines et des fibres
dans le rumen et la disparition des tanins condensés liés aux protéines ou aux fibres d’une
part, la production de CH,4 d’autre part, permet une amélioration des connaissances et ouvre

des perspectives sur ce sujet (publication 6). Un aspect novateur de ces travaux a eté
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I’application de la technique in situ aux analyses des différentes fractions de tanins condensés
dans les aliments et les résidus de sachets pour comprendre les mécanismes sous-jacents des
effets des tanins condensés sur la dégradabilité. Toutes les espéces végétales étudiees ont été
caractérisees par une teneur en tanins supeérieure a la valeur seuil qui entraine une réduction a
la fois de I’utilisation des nutriments et de la production de CH,4 dans le rumen, mais elles ont
été bien dégradées sauf Calliandra calothyrsus, parce que 1’échantillon utilisé dans ce travail
était extrémement riche en tanins condensés, et Musa spp qui était tres riche en fibres.
Contrairement a ce que 1’on supposait, un taux de disparition élevé de tanins condensés liés
aux protéines et aux fibres a été obtenu. Pour Acacia nilotica, Gliricidia sepium, Leucaena
leucocephala et Manihot esculenta, la production de CH, était peu liée a la teneur en tanins
condensés ou en tanins totaux, mais le résultat le plus remarquable a été le fort effet anti-
méthanogéne des gousses d’Acacia nilotica, qui étaient particulierement riches en tanins
hydrolysables. Cette étude confirme que les plantes riches en tanins hydrolysables ont un
potentiel intéressant pour diminuer la production de CH,4 sans effet négatif sur la fermentation

des glucides dans la mesure ou on utilise des especes non toxiques pour I’animal.

Les principaux résultats concernant les tanins hydrolysables et les tanins condensés
évoques dans cette thése pour réduire la production de CH,4 offrent des pistes prometteuses.
Cependant, pour une méme plante envisagée pour la réduction de la méthanogenese, les
réponses obtenues restent variables et difficilement prévisibles en raison de facteurs non
encore déterminés. La condition pour que les tanins hydrolysables et les tanins condensés
soient une stratégie optimale est une meilleure compréhension du fonctionnement de
I'écosystéme ruminal avec ces différents groupes microbiens; en particulier en ce qui
concerne les interactions entre les différentes populations microbiennes et les mécanismes
impliquant le H,. La réussite de ce projet repose sur la réalisation de recherches
supplémentaires, indispensables, incluant des essais a long terme. Les études sur l'effet de la
nature des fourrages et I'influence de leurs métabolites secondaires sur la production de CH,
sont a développer. Au-dela de I'enjeu de la réduction de la méthanogenese, il ne faut pas
perdre de vue qu'il faut considérer les effets potentiels de ces métabolites secondaires sur
I'ingestion, la digestibilité de la ration et les performances des animaux. En pratique, au sein
des élevages, l'objectif est de réduire les émissions de CH, par exploitation ou par kg de
produit. La diminution des émissions de CH, représente un grand enjeu pour les productions
extensives en conditions tropicales et subtropicales, avec des contraintes specifiques, comme

la nécessité d'améliorer simultanément I'efficacité des productions. Enfin, il ne faut pas
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négliger I'effet de tanins hydrolysables et condensés sur I'émission des autres GES ou sur le
stockage de carbone par les sols. La réduction des émissions de CH, ne doit pas se faire aux
dépens de celle des autres GES et engendrer une dégradation du bilan de ces derniers, ou
avoir d'autres impacts sur l'environnement. Cela nécessite une analyse du systéeme de
production complet par analyse du cycle de vie, et une meilleure connaissance de la capacité
de stockage du carbone par les sols tropicaux, en particulier les paturages, car les données
obtenues en zone tempérée ne sont pas transposables. Ces études ont débuté il y a quelques

annees et doivent étre poursuivies.

Dans la lignée du travail réalisé ici, les perspectives de recherches futures devront plus
que par le passé concerner les tanins hydrolysables, mais néanmoins améliorer les
connaissances permettant de lever des freins a I’utilisation des tanins condensés. Les

principales pistes d’étude sont les suivantes :

v’ Caractériser le microbiote ruminal par une approche de métagénomique et de
métatranscriptomique qui permettent d’étudier de facon globale 1’écosystéme
microbien ruminal. La métatrancriptomique rend compte de la diversité fonctionnelle
réelle et des activités métaboliques exprimées dans le rumen; elle serait
particulierement utile pour évaluer les réponses du microbiote aux tanins. Enfin,
d’autres méthodes permettraient de cibler I’ensemble des fonctions biochimiques en
étudiant les enzymes ou les produits des réactions enzymatiques, comme la
métaprotéomique ou la métabolomique.

v' Confirmer les effets des tanins hydrolysables a long terme pour conclure sur
I’adaptation possible du microbiote ruminal a ces molécules.

v Déterminer le niveau optimal d’introduction des tanins hydrolysables et des tanins
condenses dans les rations pour éviter les effets secondaires néfastes liés a la toxicité
pour les premiers et a la perturbation des fonctions digestives pour les seconds.

v Tester I’effet de la présentation physique et du mode d’administration des plantes
riches en tanins (granulés vs fourrage haché ou long) pour quantifier I’effet de la
granulation sur I’ingestion, la digestibilité et la production de CHa.

v’ Etudier les possibilités de développement de plantations d’Acacia nilotica a grande
échelle dans les tropiques secs dans un cadre de sylvopastoralisme et évaluer la

capacité anti-méthanogene d’autres plantes riches en tanins hydrolysables.
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