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Résumé

Résumé

Cette thése avait pour objectifs principaux 1’étude, dans une premiére partie, de 1’effet
de la saison de collecte sur la valeur nutritive, la teneur en tannins et la production de méthane
de trois arbustes fourragers locaux : Atriplex canesens, Astragalus gombo et Calobota
saharae, prélevés d’une zone aride d’Algérie sur trois saisons consécutives. Le travail a
consisté a caractériser divers parametres : la composition chimique des plantes, 1’évaluation
de leur potentiel nutritif par la mesure de leur fermentescibilité et leur digestibilité in vitro.

Dans une deuxieme partie, un essai de réduction de la méthanogénése ruminale in
vitro a été testé en présence de trois plantes médicinales locales : Nigella sativa, Rosmarinus
officinalis.L et Zingiber officinale. Les parametres étudiés sont : le profil de la fermentation
ruminale, la production de gaz totaux, la production de méthane et la digestibilité, de méme
que leur impact sur la production quantitative et qualitative d’acides gras volatiles.

L’analyse chimique révele que la saison de collecte a un effet significatif sur tous les
composants chimiques des trois arbustes étudiés, sauf en tanins condensés. Atriplex canescens
détient une teneur trés élevée en protéines brutes durant 1’hiver qui atteint 200g/kgMS.
Concernant sa teneur en constituants pariétaux, elle est tres élevée en hiver et au printemps,
par rapport aux valeurs d’été. Les mémes variations en composition chimique sont
enregistrées pour Astragalus gombo, contrairement a Calobota saharae dont les teneurs sont
trés élevées en été par rapport a I’hiver et au printemps. Cette situation est probablement due
aux conditions climatiques qui régnent dans la région de M’sila, caractérisée par des
températures élevées et une faible pluviométrie.

Du point de vue chimique, les variations temporelles démontrent que 1’effet saison sur
les différents résultats obtenus est significatif. Cet effet s’exerce par les variations climatiques
qui lui sont associées. En effet, est enregistrée une variabilité nette pour la teneur en maticre
azotée totale et en constituants pariétaux. Malgré les caractéristiques exceptionnelles
d’adaptation de la flore spontanée saharienne aux rudes conditions du milieu, il est évident
que sa survie, sa prolifération et sa composition chimique dépendent étroitement des
variations climatiques. Cette étude a des implications pratiques pour le développement des
technologies agro-forestieres. Les trois plantes étudiées ont un bon potentiel comme arbustes
fourragers pour les projets de réhabilitation des écosystemes dégradés dans les zones arides et
semi-arides.

Les plantes médicinales représentent une source naturelle de molécules bioactives qui
peuvent modifier positivement la fermentation ruminale. Une réduction significative de la
production de méthane est observée avec le Monensin. Pour ce qui est du Nigella sativa, 1l est
établi que cette plante est tres riche en lipides et en stérols, cet état pourrait étre a I’origine de
son action anti-méthanogene. Quant aux autres traitements testés, ils sont sans effet.

Mots clés

Arbustes fourragers, analyse chimique, tannins condensés, fermentescibilité in vitro,
digestibilité, méthanogénese, plantes médicinales.
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Abstract

Abstract

The main objectives of this thesis were to study, in a first part, the effect of season
collection or harvest on the nutritional value, tannin content and methane production of three
forage shrubs, Atriplex canesens, Astragalus and Calobota sahrae taken from an arid area of
Algeria during three different seasons, through several aspects: chemical characterization,
evaluating their potential nutritive value by measuring their fermentation and digestibility in
vitro.

In a second part, a reduction test of ruminal methanogenesis in vitro by the use of
three medicinal plants selected according to their therapeutic characteristics in traditional
medicine (Nigella sativa, Rosmarinus officinalis.L. and Zingiber officinale), first , on ruminal
fermentation parameters, gas production, methane and digestibility, and on the other hand, the
impact of their use in the quantitative and qualitative production of volatile fatty acids.

Chemical analysis revealed that the collection season has a significant effect on all the
chemical components of the three shrubs investigated herein, except on condensed tannins.
Atriplex canescens, has a very high crude protein content during winter that can reach 200 (g /
kg DM). Regarding its content of cell wall constituents, they are very high in winter and
spring, compared to values obtained for the summer. The same variations in chemical
composition were recorded with Astragalus gombo, unlike Calobota sahrae which has very
high values in summer compared to winter and spring. This is probably due to climate
conditions in M'sila region, characterized by high temperatures and low rainfall.

From the chemical point of view, the temporal variations show that the season effect
on the different results obtained is significant. This is an effect of climate change associated
with it. Indeed, we recorded a net variability for crude protein content and cell wall
constituents. Despite the outstanding features of adaptation of spontaneous flora Sahara to
harsh climatic conditions of their desert environment, it is clear that their survival,
proliferation and their chemical compositions are highly dependent on climatic variations.
This study has practical implications for the development of agro-forestry technologies. The
three plants studied show good potential as fodder shrubs for ecosystem rehabilitation projects
in degraded arid and semi-arid rangelands.

Medicinal plants are a natural source of chemical molecules that can positively alter
rumen fermentation. In general, a high methane reduction was noted with Monensin and
Nigella sativa and no effect was observed with the other treatments. This study again
confirms that the Monensin significantly inhibits the production of CHy4 in the rumen. In terms
of Nigella sativa, it is widely known that this plant is very rich in lipids and sterols, which
could be the cause of the reduction. Information in the literature with respect to
antimethanogenic effects of certain plant species and plant secondary metabolites and on
secondary metabolites in these species can be described as a major interest for the
interpretation of such results and discuss future research to identify the chemical components
responsible for antimethanogenic activity.

Keywords:
Fodder shrubs, chemical analysis, condensed tannins, in vitro fermentation, digestibility,
methanogenesis, medicinal plants.
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La région méditerranéenne englobe, notamment au sud, de vastes zones arides et semi
arides qui peuvent étre définies comme des aires ou les précipitations, par rapport au niveau
de I’évapo-transpiration, sont insuffisantes pour assurer une bonne production des différentes
cultures céréalieres. La plupart de ces zones sont qualifiées de parcours d’élevage et sont, en
outre, caractérisées aussi par une grande variabilité des précipitations et de la température
(Abu-Zanat et al., 2004).

En Algérie, le cheptel ovin et caprin compte un effectif de pres de 24 millions de tétes
(FAO, 2009). Cet important patrimoine zootechnique, en constant développement, risque a
terme d’étre menacé par la dégradation des écosystemes. La steppe, avec la transhumance en
zones céréalieres, a constitué dans le passé la principale source de son alimentation. Mais ce
systtme a subi d’importantes modifications. Actuellement, seuls 15% de ’effectif seraient
concernés par la transhumance (Bourbouze, 2006), alors que la sédentarisation accrue a
conduit a une surexploitation des parcours steppiques, désormais incapables de couvrir les
besoins alimentaires du cheptel (Amghar et al., 2012).

Les plantations d’arbustes fourragers constituent indéniablement un élément alternatif
de stabilit¢ dans I’alimentation des petits ruminants. Elles consolident la protection de
I’environnement contre 1’érosion et permettent la fixation du sol et sa protection contre
I’érosion hydrique. L’ Atriplex canescens est une espece exotique introduite dans la steppe
algérienne, choisie pour sa rapidité de croissance, sa résistance aux aléas climatiques et sa
valeur fourragere élevée. L'objectif était qu’elle fournisse une alternative significative aux
besoins fourragers du bétail pendant la longue saison seche (Guangyou, 2011; Nedjimi, 2014).
Cependant, il y a peu d'informations a propos de la valeur nutritive potentielle de cet arbuste,
dans les conditions environnementales locales. Par ailleurs, peu de données sont disponibles
sur ’impact des variations saisonnieres sur la valeur nutritive d’arbustes 1égumineuses locales
ou introduites, paturées par les ruminants dans de telles régions.

La composition chimique, seule, est d'une utilit¢ limitée pour évaluer la valeur
nutritive des plantes, en particulier celles contenant des composés secondaires (El Hassan et
al., 2000). La technique de production de gaz in vitro, qui fournit des équations empiriques
pour estimer la digestibilité et le contenu de 1'énergie métabolisable de l'alimentation des
ruminants (Menke et Steingass, 1988), a gagné aujourd’hui un grand intérét et une large
autorité dans le domaine de recherche sur 1'évaluation nutritionnelle des aliments (Getachew

et al., 2005). En outre, la technique de production de gaz in vitro est largement utilisée pour
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cribler les produits alimentaires et les plantes médicinales dans leur fonction potentiel de
réduction du méthane chez les ruminants (Jayanegara et al., 2011; Lin et al., 2013).

Le méthane, naturellement éructé par les ruminants, représente d’une part une perte
d’énergie et, d’autre part, un gaz a effet de serre tres puissant. La limitation de ses émissions
représente donc un double intérét, économique et environnemental. Différentes stratégies sont
déployées pour minimiser son émission. Elles s’intéressent essentiellement a la modification
des conditions fermentaires et/ou a un changement de [’équilibre des populations
microbiennes ruminales. Cependant, une série d'effets secondaires et d'interactions ont été
observés, ce qui fait qu'aucune méthode ne semble a ce jour répondre convenablement a sa

double problématique de gestion nutritionnelle et environnementale.

Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps en remedes de multiples
maladies, elles constituent une source naturelle inépuisable de molécules chimiques telles que
les métabolites secondaires qui représentent une variété tres large de composés organiques,
sans fonction directe a la croissance et au développement des plantes (Cowan, 1999 ;
Combrinck et al., 2007). A c6té des secteurs utilisateurs traditionnels des plantes médicinales
(pharmacie, parfumerie et secteur alimentaire), de nouvelles perspectives d’emploi se sont
ouvertes dans le domaine de I’alimentation animale : substitution aux antibiotiques comme
facteurs de croissance, réduction de I’éructation de méthane par les ruminants, et donc des gaz
a effet de serre par leurs tannins, saponines et autres métabolites secondaires (Bodas et al.,

2008 ; Garcia-Gonzalez et al., 2008 ; Rira et al., 2014).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés, dans un premier temps, a évaluer 1’effet
de la saison de collecte sur la valeur nutritive, les tannins condensés et la production de
méthane par le microbiote d’ovins en présence de trois arbustes fourragers: Atriplex

canesens, Astragalus gombo et Calobota saharae, prélevés d’une région semi-aride d’Algérie.

Dans un second volet, et en raison de I’intérét désormais majeur porté actuellement a
la réduction du méthane émis par les ruminants, a été engagé une étude in vitro de I’effet de
trois plantes médicinales, choisies en fonction de leur caractéristiques thérapeutiques en
médecine traditionnelle : Nigella sativa, Rosmarinus officinalis. L et Zingiber officinal.
L’¢étude d’impact porte, d’une part, sur les parametres de fermentation ruminale, donc la
production de gaz total, la production de méthane et la digestibilité et, d’autre part, sur 1’effet
de leur présence dans le milieu sur la production quantitative et qualitative des acides gras

volatiles.

-



Introduction générale

La présentation de ce travail est organisée en trois parties : La premiere partie, scindée
en deux chapitres, présente la composition du microbiote ruminale avec une présentation
résumée des différentes réactions d’hydrolyses et de fermentations produites. Le second
chapitre est consacré aux différentes stratégies pour réduire la production de méthane chez les
ruminants : origine de la méthanogénese, biotechnologies appliquées, additifs alimentaires et
acides organiques, avec différents résultats d’applications in vitro et in vivo.

La seconde partie est consacrée a la présentation du matériel biologique utilisé, végétal
et animal, aux techniques d’analyses fourrageres et aux méthodes d’études in vitro. Elle est
également scindée en deux parties, la premiere présente 1’effet de la saison de collecte sur la
valeur nutritive, la teneur en tannins condensés et la production de méthane de trois arbustes
fourragers. La deuxieme partie, concerne les essais de trois plantes médicinales testées pour
leur effet de réduction de la méthanogénese in vitro. Par ailleurs, le plan d’échantillonnage
adopté ainsi que les méthodes d’analyses statistiques employées, sont exposées. Enfin, les
résultats sont présentés et discutés en fonction des données publiées dans la littérature

scientifique internationale.
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Chapitre I : Rappel sur la physiologie digestive des ruminants
1. Particularités Digestives Chez le Ruminant : Un Rappel

Les herbivores, et particulicrement les ruminants, occupent dans le monde une place
prépondérante parmi les animaux domestiques élevés a des fins de production. Leur
contribution a la satisfaction des besoins alimentaires de 1’humanité, par le lait et la viande
qu’on leur fait produire, revét une importance capitale. Le ruminant présente par rapport aux
monogastriques 1’avantage de pouvoir extraire et utiliser 1’énergie contenue dans une
biomasse végétale non-utilisable directement par I’homme, a cause de sa trop grande richesse
en lignocellulose. A ce titre, le ruminant ne peut étre considéré comme un concurrent direct de
I’homme vis-a-vis de sa biomasse alimentaire (Barone, 1984).

Anatomiquement ’originalité réside dans la présence en amont du tube digestif, d’un
estomac volumineux et compartimenté (Figure 1). Les deux premiers réservoirs, le rumen et
le réticulum constituent un vaste réservoir pouvant €tre comparé a un fermenteur fonctionnant
en continu dans lequel se déroule une véritable digestion biologique des aliments.
L’abomasum est le 4™ compartiment, c’est le véritable estomac du ruminant semblable 2

celui des monogastriques et c’est 1a que commence la digestion des résidus non hydrolysés

dans le rumen (a I’exception des glucides pariétaux enrichis des synthéses microbiennes).

Figure 1 : Tube digestif des ruminants ((Site internet N° 1).
Le rumen, encore appelé panse ou réticule-rumen, est de loin le plus volumineux des

réservoirs gastriques des ruminants. Le réticule-rumen est similaire a une grande cuve de
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fermentation d'une capacité d’environ 200L chez les bovins et 20L chez et les ovins de race
tempérée. II contient les aliments ingérés, de 1'eau, une population microbienne variée et tres
active et de 1'urée salivaire recyclée. L'ensemble est soumis aux mouvements péristaltiques et
tamponné par la salive qui maintient un pH voisin de 6,5 a une température de 39° C.

La physiologie digestive propre du ruminant se distingue de celle des monogastriques
par la rumination. Pendant la prise de nourriture qui est rapide, les aliments sont mastiqués
sommairement et immédiatement déglutis dans le rumen ou ils subissent une imbibition et un
ramollissement. Apres un temps de séjour dans le rumen qui varie selon la nature de la ration
entre 30 et 70 min chez la vache (Kolb, 1975), les aliments sont régurgités et subissent une

seconde mastication.

2. Ecosystéeme microbien ruminal

L’appareil digestif du ruminant peut étre considéré comme stérile a la naissance. La
colonisation du tube digestif, en particulier du rumen, va se réaliser progressivement avec
I’installation successive de différentes populations de micro-organismes dans un ordre bien
défini (Fonty et al., 1987; Krause et al., 1999). En se développant, 1’écosystéme se
complexifie jusqu’a atteindre un état d’équilibre dynamique. Il s’agit d’un état pour lequel
I’écosystéme est capable de s’autoréguler pour maintenir ses fonctions par ajustements
incessants des populations microbiennes, un écosysteme ne peut étre stable (Lévéque, 2001).

Le rumen est un biotope ouvert, qui échange avec 1’extérieur, dont les caractéristiques
sont favorables au développement d’une biocénose anaérobie et diversifiée (Theodorou et
France, 1993). Dans ces conditions les microorganismes extraient et captent 1’énergie en
mettant en ceuvre une respiration anaérobie, c'est-a-dire un échange d’¢€lectrons ou 1’accepteur
final n’est pas 1’oxygéne mais un produit issu du métabolisme fermentaire microbien (Doelle,
1969). Le rumen est un fermenteur, dont la régularité des processus est entretenue malgré un
contenu qui varie en fonction de 1’animal et de la ration. Le contenu ruminal peut étre

caractérisé par quelques parametres physico-chimiques:

2.1. Parametres physico-chimiques du rumen
2.1.1. La teneur en eau

La teneur en eau du contenu ruminal est comprise entre 85 et 90%. L’eau, apportée par
les aliments, 1’eau de boisson et la salive, est le support des molécules en solution et des
particules en suspension avec lesquelles elle constitue la phase liquide du rumen. Celle-ci est

.
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caractérisée par une pression osmotique comparable a celle du sang et comprise entre 200 et
300 mOsm/L chez I’animal sain. L’eau du rumen représente une masse importante en quantité

et elle peut étre utilisée, le cas échéant, comme réserve pour I’organisme (Brugere, 1983).

2.1.2. La température

La température ruminale est sensiblement supérieure a la température corporelle, elle
est comprise entre 39°C et 41°C. Elle peut atteindre 41°C lorsque les fermentations sont tres
intenses mais aussi chuter de plusieurs degrés apres ingestion de grandes quantités d’eau

froide (Brugere, 1983).

2.1.3. L’anaérobiose

Le milieu ruminal est caractérisé par des conditions d’anaérobiose vraie. Les apports
d’oxygene sont faibles (déglutition, diffusion a partir des vaisseaux des parois) mais des
souches de bactéries aérobies facultatives le font vite disparaitre (Bouazza, 2014). Les especes
bactériennes different selon leur sensibilité a l'oxygene. Les espeéces reconnues pour étre
anaérobies strictes sont Selenomonas ruminatium, Butyrivibrio fibrisolvens, Succinivibrio
dextrinosolvens, Lachnospira multiparus, Clostridium haemolyticum et quelques espéces du
genre Treponema (Loesche, 1969). Les especes anaérobies modérées incluraient celles qui
sont capables de croitre en présence d’un pourcentage d'oxygene allant de 2 a 8% (Loesche,
1969). D’autre part, des souches de bactéries aérobies facultatives peuvent faire disparaitre

I’oxygene qui rentre dans le rumen (Zened, 2011).

2.1.4. Le pH et le pouvoir tampon

Il est généralement admis que le pH optimal du rumen se situe dans une fourchette
comprise entre 6 et 7. Le pH du milieu ruminal est la résultante des productions acides, des
tampons salivaires et des tampons propres de la ration (Giger-Reverdin et al., 2002). Les
mesures du pH faites dans les conditions de terrain conduisent souvent a établir des gammes
beaucoup plus larges allant des valeurs parfois inférieures a 5 (état d’acidose) a des valeurs
supérieures a 7,5 (état d’alcalose). De telles déviations du pH qui sortent de la zone dite de
normalité, sont la conséquence de déviations fermentaires générées elles-mémes par des

déséquilibres alimentaires (Sauvant €t al., 1999).
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2.1.5. Le potentiel d’oxydo-réduction

Le potentiel redox (Eh) d’un rumen sain et en fonctionnement est négatif et varie de -
150 mV a - 260 mV lorsqu’il est normalement mesuré par rapport a I’électrode standard a
hydrogene (Marden et al., 2005). Les micro-organismes du rumen maintiennent le caractere
tres réducteur de ce milieu par leurs activités fermentaires (Baldwin et Emery, 1960). Les
valeurs négatives du Eh enregistrées dans le rumen traduisent le caractere hautement
réducteur de ce milieu appauvri en oxygene, bien que quelques auteurs (Hillman et al., 1985)
aient mis en évidence la présence d’air ou d’oxygene dans le rumen, qui pénetre lors de

I’ingestion des aliments, lors de la mastication mérycique et avec 1’eau de boisson.

2.1.6. Les métabolites

Le métabolisme microbien conduit a la production de gaz, d’acides gras volatils
(AGV) et d’ammoniac (N-NH3). Les gaz présents dans le rumen sont constitués de CO, (65
%), de CHy4 (entre 25 et 30 %), d’azote (5 %) et d’hydrogene (< 1 %) (Vermorel, 1995). Des
traces d’oxygeéne ont également été détectées.

Chez les bovins, les proportions des AGV produits dans le rumen sont en moyenne de
66 % pour I’acétate, 19 % pour le propionate, 11 % pour le butyrate et 4 % pour AGV
mineurs (isobutyrate, valérate, isovalérate) pour des animaux nourris avec des rations riches
en fourrages de qualité moyenne (Sauvant et al., 2011). Le rapport acétate / propionate (C2 /
C3) de ce profil est d’environ 3,5. Les AGV produits sont, soit absorbés au niveau de la
paroi du rumen, mais de maniere différentielle selon le type d’AGV (Dijkstra et al., 1993),
soit ils sortent du réticulo-rumen par 1’orifice réticulo-omasal au sein de la phase liquide.

L’ammoniaque produit est issu de 1D’activité protéolytique, uréolytique et de
désamination (acides aminés) des microorganismes. LLe NH3 peut €tre absorbé au niveau de la
paroi du rumen pour étre ensuite transformé en urée au niveau du foie. Il est majoritairement

prélevé par les microorganismes du rumen comme substrat a leur croissance.

2.2. Le microbiote digestif

Les ruminants sont les meilleurs transformateurs de la biomasse végétale parmi les
animaux domestiques. Ils utilisent tres efficacement les glucides des parois végétales grace a
la présence d’un écosysttme microbien ruminal performant. Le rumen constitue un

écosystéme anaérobie strict, dont les conditions de milieu favorisent le développement d’un
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microbiote extrémement important et diversifié (Hungate, 1966). On y trouve des bactéries,

des protozoaires, des champignons, des Archea et des bactériophages (Jouany, 1994).

2.2.1. Les bactéries

Les bactéries sont les microorganismes les plus nombreux du rumen. Elles
représentent 50 % de la biomasse microbienne et leur concentration peut atteindre 10"
cellules vivantes / mL de contenu ruminal (Hungate, 1966). La flore ruminale se caractérise
par son extréme diversité liée autant au nombre d’espéce bactériennes colonisant le rumen
qu’aux activités enzymatiques présentes (Koike et al., 2010 ; Welkie et al., 2010). Comparé
aux protozoaires, aux champignons et aux bactériophages, les bactéries ont un role primordial
au sein du rumen. Leur présence est essentielle pour la dégradation des aliments ingérés par
les ruminants et le maintien des conditions physico-chimiques optimales au fonctionnement
du rumen.

Dans le contenu ruminal, la distribution des bactéries est tres hétérogene et fortement
influencée par la stratification des digesta que 1’on observe malgré le brassage continuel du
contenu (Michalet-Doreau et al., 2001). Les bactéries associées a la phase solide du rumen et
qui adherent solidement aux particules alimentaires, représentent de 50 a 75% du total et sont
donc plus abondantes que les bactéries libres de la phase liquide ou faiblement associées aux
petites particules (Cheng et Costerton, 1980).

Les bactéries peuvent étre classées selon des criteres morphologiques (forme et
groupement des bactéries, présence ou absence de flagelle, nature de la paroi, type de
mobilité, etc.) ou selon des criteres physiologiques (voies métaboliques, types de substrats
utilisés, etc.). Cette derniere classification conduit aux groupes fonctionnels suivants :
fibrolytiques (cellulolytiques et hemicellulolytiques), amylolytiques, saccharolytiques,
pectinolytiques, protéolytiques, lipolytiques, et bactéries utilisants les produits formés par
d’autres microbes (tableau 01) (Fonty et al., 1995). Les trois principales espeéces
bactériennes cellulolytiques sont : Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus et
Ruminococcus flavefaciens. Elles sont présentes a des concentrations variant de 10 a 10°
cellules/ml (Coleman, 1975).
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Tableau 1: Principales espeéces bactériennes du rumen, leurs substrats et produits de
fermentation. (A : acétate, B : butyrate, E : éthanol, F : fumarate, L : lactate, P : propionate, H : hydrogene )

Substrats
Especes bactérienne 9 Produits
S

2135 8|8,

@) ) A < [aW n
Fibrobacter succinogenes + + - - + - S,F, A
Runinococcus albus + + - - - - A,F,E,H
Ruminococcus flavefaciens + + - - - - S,F,A,H
Butyvibrio fibrisolvens + + - + + + B,F,A,H
Prevotella ruminicola - + - + + + S,F,A,P
Sreprococcus bovis - - - + + + L,A,P,B,FH
Ruminobacter amylophilus - - - + - - L,AFE
Succinomonas amylolituca - - - - + - S,F,AE
Succinivibrio dextrinosolvens - - + - + + S,A,P
Eubacterium ruminantium - + + - - + A,S,P
Megasphaera elsdenii - - - - - + A,F,B,L

Les bactéries cellulolytiques représentent 10 % de la flore avec une ration fourrage et
leur nombre diminue 4,5 fois aprés 1’inclusion du concentré (Mosoni €t al., 2011). Les mémes
observations ont été faites par Tajima et al, (2000) : un mois aprés la transition entre un
régime a base de foin et un régime riche en concentré, le nombre de bactéries fibrolytiques a
diminué, au profit des amylolytiques.

Les bactéries amylolytiques (Streptococcus bovis, Succinomonas amylolytica) peuvent
représenter a elles seules plus de la moitié de la microflore totale lorsque les rations sont a
forte proportion de produits amylacés, notamment des régimes riches en céréales. Moins
exigeantes en maticre d’anaérobiose (Perry et Briggs, 1955), elles supportent aussi des pH
plus bas que les cellulolytiques.

D’autres espéces encore plus spécialisées telles que Selenomonas ruminantium et
Megasphaera elsdenii, jouent par exemple un role déterminant sur le maintien d’un pH
optimal dans le rumen. De par leur capacité a fermenter le lactate entre autres, ce sont deux
bactéries anaérobies strictes. Représentante majoritaire dans certaines conditions et surtout

lorsque le pH est trés bas (état d’acidose), la bactérie S. ruminantium fermente 1’acide lactique
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en succinate puis en propionate dont les intermédiaires clés sont le malate et le fumarate
(Sokatch, 1969). La bactérie M. elsdenii peut fermenter jusqu’a 97% du lactate présent dans le
rumen (Elsden et al., 1956), particuli¢rement lorsque le régime alimentaire induit une forte
acidité dans le milieu ruminal. La bactérie utilise préférentiellement au glucose, le lactate
comme substrat (Hino et al., 1994). Elle fermente le lactate grice aux enzymes lactate
déshydrogénase et lactate racemase (Hino et Kuroda, 1993) qu’elle transforme en propionate

par la voie de I’acrylate (Counotte €t al., 1982).

2.2.2. Les protozoaires

Les protozoaires sont des organismes eucaryotes unicellulaires, dont on distingue deux
types : les flagellés et les ciliés. La majorité des protozoaires retrouvés dans le rumen
appartiennent a 1’embranchement des ciliés, anaérobies stricts et sont évalués entre 10° a 10°
protozoaires / g de contenu ruminal par dénombrement sur cellule de comptage (Jouany,
1988; Williams et Coleman, 1997). Dans le rumen, les protozoaires flagellés sont peu
nombreux. Quatre especes ont été mises en évidence : Chilomastix sp., Monocercomonas sp.,
Pentatrichomonas sp. et Tetratrichomonas sp. (De Puytorac et al., 1987) mais leur role est
peu connu.

Les protozoaires ciliés du rumen appartiennent aux deux grands groupes: les
entodiniomorphes et les holotriches. Dans le rumen chez ’adulte, on observe 9 genres de
protozoaires appartenant au groupe des entodiniomorphes (Entodinium, Diplodinium,
Eudiplodinium, Ostracodinium, Metadinium, Enoploplastron, Polyplastron, Epidinium et
Ophryoscolex). Le groupe des holotriches est majoritairement représenté dans le rumen par la
famille Isotrichidaea avec deux genres prépondérants : Isotricha et Dasytricha (Williams et
Coleman, 1997 ; Karnati et al., 2003). Au sein de la phase liquide du rumen, deux genres sont
identifiés Entodinium (69,6% des clones) et Epidinium (31,4% des clones), un certain nombre
de clones n'étaient pas identifiables (30,4%) (Shin et al., 2004a). Au niveau de la phase solide
du rumen, le genre Entodinium est majoritaire et aucun Epidiniumn’a été observé. Au niveau
de I’épithélium ruminal, aucun protozoaire n’a été détecté (Shin et al., 2004a).

Les protozoaires ciliés participent aussi au métabolisme glucidique dans le rumen car
ils ingerent les particules alimentaires et les digerent a 1’intérieur de leurs vacuoles (Ushida et
Jouany, 1994). Les hémicelluloses sont fortement dégradées par les entodiniomorphes alors
que les holotriches fermentent plutdt les sucres solubles excepté le mannose et la glucosamine

(Jouany et Ushida, 1998). Isotricha posséde une forte activité amylolytique (Gouet et al.,
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1986) et la dégradation de I’amidon conduit a la formation d’acide butyrique, H,, et CO,
majoritairement et un peu d’acides propioniques et lactiques.

Tout comme pour les bactéries et les Archaea, le nombre et la diversité des
protozoaires sont influencés par la ration alimentaire (Tableau 02) (Karnati et al., 2003). Ceci
peut étre di a la compétition entre les groupes de ciliés, mais également a 1’impossibilité¢ de
certains groupes de s’adapter aux conditions physico-chimiques tel un pH bas (Bonhomme,
1990). Les phases liquide et solide du contenu ruminal présenteraient des populations
différentes de ciliés suggérant des roles spécifiques dans la fonction du rumen (Shin et al.,

2004a).

Tableau 2 : Abondance relative des protozoaires du rumen chez des vaches recevant deux
rations différentes.

Abondance relative % Fourrage : Concentré 1 :1 Luzerne
Entodinium 97.3 77.2
Diplodiniae® 1.7 4.6
Epidinium 0.3 <0.5
Ophryoscolex ND 0.9
Isotricha <0.3 6.0
Dasytricha 0.7 11.2

* Sous-famille, comprenant les genres Diplodinium, Eudiplodinium, Ostracodinium, Metadinium,
Enoploplastron, et Polyplastron. ND : non détecté (Karnati et al., 2003)

2.2.3. Les champignons

Les champignons du rumen sont difficiles a dénombrer car les résultats sont largement
influencés par la méthode utilisée (nombre de sporanges ou de zoospores). Malgré cette
incertitude, Chez le ruminant adulte, la densité de champignons est comprise entre 10° et 10*
champignons / mL de contenu ruminal (McAllister et Cheng, 1996). Des densités similaires
ont été observées via des techniques de biologie moléculaire (Lwin et al., 2011). Les
champignons du rumen sont totalement anaérobies, ce qui est tout a fait exceptionnel dans le
groupe des champignons, ils ne possedent pas de mitochondries, pas de cytochromes et
assurent uniquement la fermentation de tissus cellulosiques. (McAllister et Cheng, 1996).
Trois genres ont été bien identifiés: Neocallimastix, Piromyces et Caecomyces.
Neocallimastix est pluri-flagellé, alors que les deux autres sont uniflagellés (Jouany, 1994).

La colonisation des tissus végétaux débute peu apres 1’ingestion des aliments par les

animaux (15-30 minutes). Les champignons produisent de grandes quantités d’enzymes
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impliquées dans la digestion des glucides de la paroi végétale (exocellulases, endocelluloases,
cellodextrinases) pour former du cellobiose qui est ensuite fermenté (Popova, 2011a).

Les champignons apparaissent 8 a 10 jours aprés la naissance chez 1’agneau, donc
avant I’ingestion de nourriture solide. Ils disparaissent chez 80% des agneaux nourris par des
concentrés, mais se stabilisent si la nourriture est peu hydratée. Chez I’animal adulte, leur
nombre augmente si 1’alimentation est riche en fibres. Les champignons produisent une
importante quantité de H, et sont donc associés, dans les réactions métaboliques, aux bactéries

méthanogenes, bactéries consommatrices de dihydrogene (Stewart et Bryant, 1988).

2.2.4. Les Archaea méthanogenes

Les Archaea méthanogenes du rumen sont des anaérobies strictes et essentiellement
des hydrogénotrophes, bien que certaines especes peuvent occasionnellement utiliser le
formate ou les méthylamines. En effet ces organismes completent les fermentations des
bactéries anaérobies en utilisant ’hydrogeéne (produit lors de la fermentation des glucides par
les bactéries) présent dans le rumen pour synthétiser et produire du méthane (Wolin et al.,
1997).

La quantité d’Archaea au niveau du rumen a été évaluée entre 10° et 10° archées / g de
contenu ruminal par des méthodes culturales. Chez les ruminants, 2 phyla sont retrouvés dans
le rumen avec majoritairement le phylum Euryarchaeota et rarement le phylum
Crenarchaeota (Shin et al., 2004b). Les Archaea dans le rumen sont peu diversifiées et le
genre majoritaire est Methanobrevibacter (Janssen et Kirs, 2008). Les genres
Methanomicrobium, Methanobacterium et Methanosarcina sont aussi présents (Jarvis et al.,
2000 ; Wright et al., 2008). Des études basées sur I’ADNr 16S, se sont intéressées a la
phylogénie des archées et révelent I’existence de nouveaux groupes d’archées appartenant au
phylum Euryarchaeota (Tajima et al., 2001 ; Whitford et al., 2001).

Dans le rumen, les Archaea méthanogenes occupent les quatre différentes niches :
libres dans le liquide ruminal, attachées aux particules alimentaires solides, attachées a
I’épithélium ruminal ou en ecto- ou endo-symbiose avec les protozoaires (Janssen et Kirs,
2008). Stumm et al, (1982) ont suggéré que pas moins de 20% des méthanogenes du rumen
vivent en association avec les protozoaires. De plus, Finlay et al, (1994) ont mis en évidence
des Archaea en associations endosymbiotiques avec les protozoaires ciliés Entodinium spp.
et Dasytricha ruminancium et ont estimé que les méthanogénes peuvent occuper jusqu’a 1%

du volume cellulaire de ces eucaryotes. Les Archaea méthanogeénes associées aux
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protozoaires seraient responsable de 9 a 25% du CH,4 produit dans le rumen (Newbold et al.,

1995)

2.2.5. Les bactériophages

Les bactériophages sont des agents parasites des bactéries. Leur mise en évidence au
sein du rumen a été réalisée depuis longtemps (Tarakanov, 1971 ; Orpin et Munn, 1974).
Cependant, jusqu’a présent, peu d’études ont été effectuées sur ces microorganismes. Vingt
six types morphologiques différents ont été observés (Klieve et Bauchop, 1988). Leur
concentration est estimée a 10°-10" phages par millilitre de contenu ruminal (Klieve et
Swain, 1993). Les bactériophages sont capables de lyser les bactéries, et notamment les
bactéries cellulolytiques du rumen (Klieve et al., 2004). De ce fait, cette lyse, peut altérer la
dégradation des fibres, et donc, conduire a une diminution de 1’efficacité de la dégradation des

aliments.

2.3. Role des différents microorganismes du rumen dans la digestion

Les trois principales populations microbiennes possédent I’équipement enzymatique
nécessaire a la dégradation de ’ensemble des constituants de la ration, notamment des parois
cellulaires des végétaux. Cependant, plusieurs facteurs conditionnent la dégradation ruminale
des parois végétales : 1’accessibilité des substrats aux microorganismes, leur adhésion aux

particules et leur activité enzymatique (Cheng et al., 1991).

2.3.1. Le métabolisme glucidique

Grace a un équipement enzymatique tres large mais spécifique des groupes bactériens
concernés, les microorganismes du rumen sont capables de dégrader tous les constituants
glucidiques contenus dans les végétaux (Hungate, 1966). Cette dégradation qui réduit la taille
des molécules alimentaires aboutit a libérer dans le milieu ruminal des oses (hexoses ou
pentoses).

Les bactéries cellulolytiques participent activement a la dégradation des polymeres des
plantes (Figure 2). Cette dégradation nécessite 1’action d’enzymes spécialisées qui sont
distribuées parmi les différents microorganismes fibrolytiques (Doré et Gouet, 1991). Ces

différentes enzymes sont souvent regroupées au sein de complexes de hauts poids moléculaire
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Figure 2: Résumé des principales voies des fermentations ruminales des polymeres
glucidiques. (Serment, 2012)

(cellulosome) qui leur permettent slirement d’étre plus efficaces (Fonty et Forano, 1999).
L’hydrolyse de la cellulose se fait par I’action de cellulases classées en trois groupes: les
endoglucanases, les exoglucanases et les béta-glucosidases. De méme, les hémicelluloses sont
hydrolysées par trois groupes d’enzymes: des endoxylanases, des exoxylanases et des béta-
xylosidases (Forano et al., 1996).

Les protozoaires ciliés et les champignons possedent aussi ce potentiel enzymatique
(Jouany et Ushida, 1990 ; Fonty et Joblin, 1991). Les ciliés (larges entodiniomorphes)
peuvent ingérer des particules alimentaires et les digérer a 1’intérieur de vacuoles (Ushida et
Jouany, 1994). Ils possedent une plus grande activité cellulasique que les ciliés Entodinium.
L’activité cellulasique est associée a la fraction cytoplasmique des protozoaires. Leur activité
cellulasique semblerait plus élevée que celle des bactéries (Conchie, 1954). Cependant, il est
difficile de distinguer la contribution des bactéries fixées aux particules ingérées, de celle des
protozoaires dans la dégradation de la cellulose (Fonty et al., 1995). Les hémicelluloses sont
aussi activement dégradés par les larges entodiniomorphes, tandis que les holotriches ont un
role mineur dans la cellulolyse. Ce sont les trois principales bactéries cellulolytiques,
Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens et Fibrobacter succinogenes qui
contribuent le plus a I’activité cellulolytique des microorganismes adhérant aux particules du
rumen (Fonty et al., 1995) (Tableau 3).

Les produits de la dégradation des polyholosides sont des oligosaccharides solubles et

des sucres, qui sont ensuite fermentés pour générer des molécules d’ATP utilisées par les
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différents microorganismes. La plupart des holotriches fermentent les sucres solubles, tandis
que peu d’entodiniomorphes en sont capables (Jouany et Ushida, 1998). Cependant, certains

sucres solubles ne sont pas fermentés par les holotriches (mannose, glucosamine).

Tableau 3 : Substrats dégradés et fermentés par les principales especes bactériennes du
rumen. La majorité des souches peuvent assurer cette fonction (+) ou (-) (Fonty et al., 1995)

Métabolites fermentaires
% Q 8
HEIHHEHEHOEEEE

Fibrobacter succinogenes + |+ +
Ruminococcus albus + |+ + + |+
Ruminococcus flavefaciens + |+ + + |+
Butyrivibrio fibrisolvens + |+ + +
Prevotella ruminicola + [+ |+ +
Selemonas ruminantium + |+ +
Sreptococcus bovis + |- +
Ruminobacter amylophilus + |+ +
Succinomonas amylolytica + |+ +
Eubacterium ruminantium + |+ + +
Succinivibrio dextrinosolvens + |+ + |+
Megasphaera el sdenii + + + + |+
Lachnospira multiparus + |+ + + |+ |+
Anaerovibrio lipolytica + |+ +
Veillonella alcalesens +
Methanobacterium ruminancium +
Wolinella succinogenes +
Eubacterium limosum + +
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L’amidon est ingéré sous forme de granules par les ciliés, surtout par Isotricha qui
possede la plus grande activité amylolytique parmi 1’ensemble des ciliés. Ceci contribue a
limiter la diminution du pH, liée a la dégradation de I’amidon. Les espéces bactériennes
amylolytiques du rumen, attachées aux grains d’amidon, sont souvent ingérées par les
protozoaires. Les produits de la dégradation de ’amidon par les protozoaires sont: 1’acide
butyrique, H,, CO, ainsi que de plus faibles quantité d’acide propionique et d’acide lactique

(Eugene, 2002).

2.3.2. Le métabolisme azoté

Les protéines ingérées par 1’animal sont dégradées par le microbiote ruminal et plus
particulierement par les bactéries et les protozoaires. Les bactéries ruminales ont une forte
activité protéolytique par rapport aux protozoaires car cette activité est présente au niveau de
leur paroi cellulaire a I’inverse des protozoaires dont I’activité protéolytique est intracellulaire
(Nugent et Mangan, 1981 ; Coleman, 1983). Les champignons anaérobies ont une tres faible
activité protéolytique (Wallace et Joblin, 1985; Bonnemoy €t al., 1993).

Les principales bactéries protéolytiques sont présentées dans le tableau 4. Les
protéases bactériennes sont principalement des cystéine - protéases, mais les serine - protéases
et les métallo protéases sont aussi présentes (Brock et al., 1982). Aucune des especes
bactériennes ne posséde d’activité spécifique, mis a part Streptococcus bovis qui posseéde une
tres forte activité leucine amino-peptidase. Les protozoaires possedent principalement des
cysteine et aspartique—protéases. Entodinium sp. possede la plus forte activité, et beaucoup de

protozoaires ont des protéases intracellulaires (Coleman, 1983).

Tableau 4 : Principales bactéries protéolytiques du rumen (Mackie et White, 1990)

Gram négatives Gram positives
Prevotella ruminicola Butyrivibrio fibrisolvens
Bacteroides amylophilus Streprococcus bovis
Megasphaera elsdenii Lachnospira sp.
Selenomonas ruminantium Eubacterium sp.
Succinivibrio sp. Clostridium sp.
Propionibacterium sp.

&
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Les peptides produits sont plus rapidement utilisés que les acides aminés libres
correspondants (Wright, 1967). Ce sont principalement les bactéries du rumen qui les
dégradent. Les produits de dégradation des peptides sont principalement extracellulaires, bien
que la plupart des enzymes soient associées a la cellule (Wright, 1967). Les oligopeptides de
faibles poids moléculaires sont préférentiellement intégrés aux protéines bactériennes, apres
avoir été hydrolysés en acides aminés au sein de la cellule bactérienne. Les acides aminés
produits sont en faible concentration dans le rumen. Ils sont désaminés pour produire de
I’ammoniaque et des acides gras volatils (AGVs) (Mackie et White, 1990) (Figure 3). Les
protozoaires jouent un rdle primordial dans la mesure ou leur activité spécifique de
désamination des acides aminés est 3 fois supérieure a celle des bactéries (Hino et Russel,
1985).

L’ammoniaque produit est issu de D’activité protéolytique, uréolytique et de
désamination (acides aminés) des microorganismes (Fonty et al., 1995). Le recyclage de
I’ammoniaque via I’urée dans le rumen est trés important. De méme, in vitro, le recyclage de
I’azote bactérien, issu de la prédation des bactéries par les protozoaires peut représenter 90g
de matiere seche / j chez le mouton (Coleman, 1975). L’ammoniaque est essentielle pour la
croissance de nombreuses especes bactériennes, qui ’assimilent graice a une NAD/NADP
glutamate déshydrogénase dans les conditions normales du rumen (Wallace et Cotta, 1988).
La tres forte affinité des bactéries, vis a vis de I’ammoniaque, leur confere la capacité de se
développer a partir d’une concentration ruminale de NH3; minimale, variable selon les auteurs,

d’environ 50 mg NH3-N / ml (Satter et Slyter, 1974).

sl
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Figure 3 : Dégradation des composés azotés dans le rumen (Jouany, 1994)

2.2.3. Le métabolisme lipidique

Les lipides de la ration sont principalement composés de galactolipides,
phospholipides (pour les fourrages) et de triglycérides (pour les aliments concentrés). Ces
lipides subissent tout d’abord une lipolyse libérant les AG des triglycérides. Anaerovibrio
lipolytica est la principale bactérie impliquée dans cette lipolyse (Lourenco et al., 2010).

Les AG libres insaturés peuvent alors subir des réactions d’isomérisation et de
biohydrogénation. Les isomérases transforment les liaisons cis en liaison trans. Les réductases
saturent quant a elles les doubles liaisons. Les principales voies connues ou probables de la
biohydrogénation ruminale des acides linoléique (cis-9, cis-12 C18:2), linolénique (cis-9, cis-
12, cis-15 C18:3) et oléique (cis-9 C18:1) sont décrites dans la Figure 4. La
biohydrogénation du cis-9, cis-12 CI18:2 et du cis-9, cis-12, cis-15 C18:3 conduit a la
formation d’acide stéarique (C18:0) suite a une isomérisation et une série de réductions. Les
vitesses de réactions sont différentes, notamment la derniere réduction est plus lente et
fonction du pH. Ainsi, les flux digestifs sortant du rumen contiennent plus de C18:1 trans que
de C18:2 et C18:3 trans. Parmi les différentes voies métaboliques de biohydrogénation de ces

AGPI, les voies du trans 11 et du trans 10 sont souvent rencontrées (Figure 5),
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principalement celle du trans-11. La voie du trans-10 s’observe principalement avec des
rations riches en amidon et / ou une supplémentation en huiles végétales ou de poisson
(Bauman et Griinari, 2001; Shingfield et Griinari, 2007). L’hydrogénation entraine la
disparition de plus de 70 % du cis-9 C18:1, plus de 80 % du cis-9, cis-12 C18:2 et plus de 90
% des cis-9, cis-12, cis-15 C18:3 (Schmidely et al., 2008).

Les bactéries responsables de la biohydrogénation peuvent étre classées selon 2
groupes :les bactéries dont la croissance est inhibée par 1’acide linoléique (dose inférieure a
200 pg / mL) et ayant une activité butyrate-kinase supérieure a 600 U / mg de protéines
(Butyrivibrio proteoclasticus et Butyrivibrio hungatei) et les bactéries non inhibées par 1’acide
linoléique et ayant une activité butyrate-kinase inférieure a 40 U / mg de protéines
(Butyrivibrio fibrisolvens et Pseudobutyrivibrio spp.) (Lourenco €t al., 2010). Les bactéries
Butyrivibrio spp ne sont pas responsables de I’hydrogénation de 1’acide linoléique en trans-
10, cis-12 C18:2 (Figure 5), qui est certainement due a Propionibacterium acnes et dans une

moindre mesure a Megasphaera elsdenii (Lourengo et al., 2010).
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Figure 4 : Principales voies connues ou probables de la biohydrogénation ruminale des acides
linoléique linolénique (Chilliard et al., 2007). En gras : voies majeures ; en traits pleins : voies
probables suggérées par les études in vitro ; en pointillés : voies probables avec des intermédiaires a
préciser. Lorsque les configurations cis ou trans ne sont pas indiquées, toutes les combinaisons
peuvent exister.
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Figure 5 : Biohydrogénation ruminale de I’acide linoléique: détail des voies du trans-11 et du
trans-10 (Shingfield et Griinari, 2007)

3. Alimentation des ruminants

Un aliment unique est généralement insuffisant pour couvrir les besoins nutritifs de
I’animal, d’ou le besoin d’associer plusieurs aliments au sein d’une ration. Tous les aliments
sont constitués d’eau, de matiéres minérales, de glucides, de lipides et de matieres azotées.
Les rations du bétail contiennent environ 70% a 80% de glucides (Hvelplund, 1991) surtout
sous forme d’amidon, de cellulose et d’hémicellulose. Les glucides fournissent donc en
moyenne pres des trois quarts de 1’énergie alimentaire des animaux de ferme. On distingue
deux grandes catégories de glucides selon leur localisation dans la cellule végétale :
cytoplasmiques (ou intracellulaires) et pariétaux.

Les glucides intracellulaires sont des sucres hydrosolubles, des fructosanes et des
grains d’amidon. Les sucres hydrosolubles ne constituent que 10% de la matiere seche des
aliments d’origines végétale. Les glucides pariétaux constituent les parois des cellules
végétales; ils comportent des glucides proprement dit (polyosides) et des constituants non
glucidiques qui leurs sont associés (lignine). Parmi les polyosides on distingue : cellulose
(longues chaines de molécules de glucose), hémicellulose (molécules de pentoses), substances

pectiques (polymere de galacturonane) et lignine (composé d’alcools).

3.1. La paroi végétale
La paroi est l'enveloppe la plus externe de la cellule végétale. Elle est essentiellement

composée de polymeres glucidiques, cellulose et pectine, de protéines pariétales et




éventuellement d'autres composés de nature phénolique (lignine et subérine). La paroi est
composée de trois parties (Figure 6) :

La paroi primaire, de nature pecto-cellulosique, n'existe seule que dans les cellules
juvéniles; elle est extensible, ce qui permet la croissance cellulaire,

La paroi secondaire apparait lors de la différenciation cellulaire. Elle permet de renforcer la
rigidité de la cellule et de I’imperméabiliser. Elle est subdivisée en trois sous-couches : S1
(externe), S2 (médiane) et S3 (interne),

La lamelle moyenne est la partie la plus externe de la paroi et elle est commune a deux

cellules contigués (Christophe, 2007).

Figure 6 : Organisation de la paroi végétale (Béguin et Aubert,1994)

3.2. Constituants des parois végétales

Les parois contiennent toutes les mémes constituants de base : eau, cellulose,
hémicellulose, lignine, protéines (enzymes, glycoprotéines de structure), substances pectiques,
substances inorganiques d’incrustation (CaCOs, silicates, oxalates), substances lipophiles
d’incrustation (cires, cutine, subérine). Cependant la composition varie selon I’espece ; dans
une méme espece elle est variable selon le tissu et selon 1’étape de développement. En effet, la
proportion des parois végétales et leur degré de lignification augmentent avec l'dge de la

plante.

3.2.1. La cellulose
La cellulose est la molécule renouvelable la plus abondante a la surface de la terre, elle

représente plus de la moiti€ de la biomasse terrestre et est le matériau recyclable le plus
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exploité dans I’industrie. C’est un homopolymeére non ramifié¢ constitu¢ de longues chaines
linéaires d’unités de D-glucose liées entre elles par une liaison glycosidique B-1,4 (Figure 7).
Son degré de polymérisation peut monter jusqu’a 15000 molécules de glucose (Breet et
Waldron, 1996). Structuralement, I'unité ¢élémentaire qui se répéte dans la cellulose est le
cellobiose (dimere de glucose), 'unité cellobiose mesurant 1.03 nm (Fengel et Wegener,
1984).

Des liaisons hydrogenes intermoléculaires favorisent I’organisation des chaines
paralleles en domaines cristallins appelés cristallites. La régularité de la structure favorise la
formation de réseaux cristallins. Ces régions tres cristallines, difficilement dégradables par les
organismes cellulolytiques (Chesson, 1982) sont séparées par des régions amorphes que les
enzymes hydrolysent plus facilement. Le degré de cristallinité de la cellulose est variable. Il
est faible dans les cellules jeunes (parois primaires) et peut atteindre 70% dans les cellules

matures (parois secondaires).

Figure 7 : Structure de la molécule cellulose (Christophe, 2007)

3.2.2. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses, contrairement a la cellulose, sont des hétéropolymeres amorphes
composés d'hexoses (glucose, mannose, galactose) et surtout de pentoses (xylose, arabinose).
Elles constituent donc une chaine de B-glucose liée en 1,4 avec de courtes chaines latérales de
xylose, galactose, mannose. Ces chaines latérales peuvent étre méthylées ou acétylées et
jouent un role important dans la flexibilité et la plasticité des parois végétales (Christophe,
2007).

Les hémicelluloses peuvent étre de type homopolymere (D-xylane, D-mannane,...etc.)
ou hétéropolymere (xyloglucane, glucomannane,...etc.). Les chaines de ces macromolécules

sont relativement courtes. Elles constituent une matrice polysaccharidique souvent associée a
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des constituants phénoliques qui entourent les fibrilles de la cellulose (Thomson, 1983). La
classe la plus fréquente correspond aux xyloglucanes. Ils sont constitués d'une chaine de
glucose (B-1,4) et de courtes chaines latérales de xylose, galactose et fucose (Figure 8). Les
xyloglucanes peuvent contracter des liaisons hydrogeénes avec la cellulose. A cause de la
présence de chailnes latérales, ils ne sont pas eux-mémes susceptibles de constituer des
fibrilles. Ils peuvent ainsi jouer un rdle fondamental dans le maintien d'une architecture
pariétale organisée en liant les fibrilles de cellulose entre elles (Christophe, 2007).

Les hémicelluloses different de la cellulose par trois aspects importants.
Premierement, elles contiennent différentes unités de sucres, deuxiemement elles présentent
un degré considérable de branchement des chaines, tandis que la cellulose est un polymere
strictement linéaire. Troisiemement, le degré de polymérisation de la cellulose est dix a cent
fois plus élevé que celui des hémicelluloses (Bledzki et Gassan, 1999). Les hémicelluloses
sont globalement le constituant pariétal le moins résistant : ces polymeres se biodégradent
rapidement, présentent un taux d’absorption d’humidité élevé, et se dégradent chimiquement a

des températures relativement basses.

Figure 8 : Molécules de xyloglucane (Christophe, 2007)

3.2.3. La lignine

La présence de lignine est une caractéristique rencontrée chez la plupart des végétaux
(fougeres, gymnospermes et angiospermes). Ce polymere représente 15 a 36% de la masse
seche des angiospermes (Baucher et al., 1998). Elle est responsable de la rigidité des

végétaux, de la conduction des solutés et de la résistance face aux agents pathogenes. Elle a
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aussi, une action inhibitrice vis -a-vis a la dégradation des polyosides pariétaux dans le rumen
(Jung et Deetz, 1993).

La lignine est un hétéropolymere phénolique ramifié de haute masse moléculaire, qui
résulte de la copolymérisation de trois monomeres : alcool coumarylique, alcool coniférylique
et alcool sinapylique (Figure 9). Elle est liée aux hémicelluloses mais les liaisons
lignine/hémicelluloses ne sont pas connues avec précision. L'organisation s'effectue autour
des microfibrilles de cellulose et aboutit a un treillis dense (Angelidaki et al., 2000).

La teneur en lignine est plus élevée dans la matiere seche des tiges que dans celle des
feuilles, tant chez les graminées que chez les 1égumineuses (Bourquin et Fahey, 1994). Au
sein de la paroi végétale, la teneur en lignine diminue depuis la lamelle moyenne jusqu'a la
paroi secondaire (Wilson, 1994). Chez les graminées, la lignification augmente fortement a
certaines périodes de croissance de la plante (Ballet, 1989). A l'inverse, les parois des
légumineuses ont une teneur en lignines qui évolue peu au cours de la croissance (Martens et

al., 1988).

Figure 9 : Les trois monomeres principaux de la lignine (Roger, 2012)

3.2.4. Les pectines

Les pectines sont des polysaccharides complexes que 1’on retrouve principalement
dans la lamelle moyenne et la paroi primaire des plantes supérieures (Alkorta et al., 1998;
Blanco et al., 1999). Elles jouent un rdle important dans 1’adhésion et le maintien des cellules
des tissus végétaux en formant un ciment rattachant les cellules les unes aux autres (Iwasaki et
al., 1998). La structure principale des pectines est formée de chaines faiblement polymérisées
d'acides galacturoniques liés en a-(1—4), appelé acide polygalacturonique, sur lesquelles
s'inserent des résidus de L-rhamnose. Chaque unité rhamnose introduit dans la chaine un

coude et confere donc a I’ensemble une configuration en zig-zag (Bonnin €t al., 2002).
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3.2.5. Les tannins

o Généralités et définition : Les tannins (ou tanins) sont des substances d’origine
végétale qui ont la propriété de transformer la peau fraiche en un matériau
imputrescible, le cuir (Bruneton, 1999). Cette propriété de tannage provient de la
création de liaisons entre les molécules de tannins et les fibres de collagéne de la peau.
D’un point de vue biochimique, une premicre définition a été proposée par Bate-
Smith (1973) : « des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire
(PM) compris entre 500 et 3 000 Da qui présentent, a coté des réactions classiques des
phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines ».
Méme si cette définition reste valable, elle a été complétée grace aux méthodes
d’analyse récentes qui ont permis d’éclaircir la structure de ces polyphénols. Ainsi, les
tannins sont désormais définis comme des polyphénols de masse moléculaire allant
jusqu’a 20 000 Da (Hagerman, 2002). Selon leur structure biochimique, il est usuel de
distinguer deux classes de tannins : les tannins hydrolysables (THs) et les tannins
condensés (TCs).

e Les propriétés biologiques: Les propriétés biologiques des tannins découlent de leurs
propriétés physicochimiques. L’une des conséquences directes de la capacité des
tannins a complexer les protéines est I’inactivation des enzymes soit directement, par
fixation aux sites actifs, soit indirectement par 1’encombrement stérique créé par la
fixation des molécules de tannins sur I’enzyme (Zimmer et Cordesse, 1996). Certaines
drogues a tannins présenteraient des effets antimicrobiens (Hatano et al., 2005; Song
et al., 2006), antifongiques (Baba- Moussa et al., 1999; Bruneton, 1999) ou antiviraux
(Yamaguchi et al., 2002). Néanmoins, les applications actuelles en thérapeutique
restent restreintes (Bruneton, 1999).

¢ C(lassification biochimique : Chez les végétaux supérieurs, il est usuel de distinguer
deux groupes de tannins selon leur structure biochimique: les tannins hydrolysables et
les tannins condensés (Bruneton, 1999; Hagerman, 2002). Les tannins hydrolysables
(THs) sont des oligo- ou poly-esters d’un sucre, en général le glucose, et de molécules
d’acide-phénol (Bruneton, 1999; Mueller-Harvey, 2001). En général, les THs ont un
faible PM. Cependant, des couplages oxydatifs entre THs peuvent produire des
polymeres de PMs importants (Mueller-Harvey, 2001). Les tannins condensés (TCs)

sont appelés proanthocyanidines parce que leur oxydation en milieu alcool-acide
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entraine la formation de pigments anthocyanidiques tels que les cyanidines (a partir de
procyanidines) et les delphinidines (a partir de prodelphinidines) (Brunet, 2008).

¢ Role des tannins dans les plantes : Les tannins sont des métabolites secondaires des
végétaux (Bruneton, 1999), c’est a dire des substances non-essentielles pour la
croissance de la plante. Par contre, les tannins jouent un rdle dans la défense des
plantes face aux agressions. La synthése des tannins est 'un des mécanismes de
défense des plantes contre les attaques des phytopathogenes. Par exemple, une
accumulation de tannins a été observée dans les zones d’invasion de la plante par des
bactéries, des champignons ou par des nématodes, ce qui en inhiberait le
développement (Collingborn €t al., 2000). Les tannins sont aussi un moyen de défense
contre les agressions des prédateurs tels les insectes et les mammiferes herbivores
(Woodward et Coppock, 1995; Feucht et al., 1997). 1l a été montré que I’ingestion de
tannins affectait I’intégrit¢ du tube digestif des insectes phytophages (Ayres €t al.,
1997). De plus, la présence des tannins rend les plantes moins appétentes pour les
mammifeéres herbivores a cause de la sensation d’astringence résultant de leur

consommation. Cette astringence conduit alors a un arrét de la consommation et

protege ainsi les végétaux d’une prédation excessive (Bennick, 2002).

3.2.6. Autres constituants

La silice est particulicrement abondante dans les parois des Graminées par leur
inclusion dans certaines cellules de I’épiderme, périderme et d’autres cellules spécialisées de
la racine (Carpita, 1996; Currie et Perry, 2007). Les subérines, cutines et des cires, a caractere
hydrophobe (acides gras et phénols) sont caractéristiques aussi de certaines cellules

spécialisées de 1’épiderme qui rendent ces tissus plus imperméables (Carpita, 1996).

3.3. Mise en place des parois au cours du développement cellulaire

La constitution de la paroi cellulaire est variable avec 1’age de la cellule. Cette paroi
évolue au cours du développement, passant ainsi d’une paroi primaire non lignifiée a une
paroi qui s’épaissit et se secondarise en se lignifiant de plus en plus. Ainsi au cours du
développement, la composition de la paroi se modifie, ainsi que la structure et les teneurs en
ses différents constituants. L’évolution au cours du développement de la composition des
parois peut étre abordée en étudiant des plantes prélevées a différents stades de

développement (Boon et al., 2008; Boon €t al., 2012) ou bien encore les entre nceuds d’une

%,
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méme plante (les entre nceuds du haut étant les moins matures) prélevés a différents niveaux
(Chabbert et al., 1994a,b).

Apres la formation de la lamelle moyenne, la paroi primaire est la premicre a se
former d’épaisseur tres fine de 0,03 a 1 um (Wilson et Hatfield, 1997). La paroi primaire est
douée de plasticité et permet la croissance de la cellule. En effet, lors du processus
d’¢longation cellulaire, la paroi primaire se déforme pour permettre la croissance. La paroi
primaire est essentiellement composée de polysaccharides, sous forme de microfibrilles de
cellulose et d’une matrice complexe d’hémicelluloses et de pectines (Cosgrove, 2005). Les
microfibrilles de cellulose sont les principaux déterminants de l'orientation de I’expansion
cellulaire : les cellules s’allongent difficilement dans la direction paralléle a la spirale de
cellulose (Marga et al., 2005; Kutschera et Nikas, 2007). Aux stades précoces de
développement, la teneur en monosaccharides d’origine non cellulosique (arabinose,
galactose, mannose et xylose) est élevée (Morrison et al., 1998), les hémicelluloses sont
déposées principalement dans les lamelles moyennes et parois primaires pendant ces stades.
Comme mentionné, chez les graminées, les xylanes des parois primaires présentent
généralement des arabinoses en chaines latérales et sont appelés arabinoxylanes (Zhang,

2012).

CHAPITRE II: Stratégies pour réduire la production de méthane chez les ruminants
1. La méthanogénése dans le rumen

Chez le ruminant, le CH4 est un produit formé naturellement pendant le processus de
fermentation microbienne des aliments dans le rumen, situé au début du tube digestif. Le
méthane ainsi produit est rejet¢ dans I’atmosphere par voie orale (95%), au cours
d’éructations réguliéres et par les poumons apres passage dans le sang, mais trés peu par
flatulences (5%) contrairement a une affirmation courante (Martin et al., 2006).

Outre I’aspect environnemental, le méthane éructé constitue pour le ruminant une
perte en énergie sous forme gazeuse estimée a environ 6-10% de 1’énergie brute ingérée. La
réduction de la méthanogénese présente donc non seulement un intérét environnemental pour

I’homme et la planéte, mais aussi un intérét nutritionnel pour le ruminant.

1.1. Origines de la méthanogénese
Les aliments ingérés par les ruminants séjournent pendant 20 a 70 heures dans le

N . . . . . . 11 .z
rumen ou vit une population microbienne anaérobie dense (> 10 cellules/ml) et variée
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(plusieurs milliers d’espéces de bactéries, de protozoaires et de champignons). Environ 70%
de la digestion totale a lieu dans le rumen, ce qui donne a cet organe un role majeur dans
I’utilisation des aliments par le ruminant.

Les micro-organismes colonisent les particules alimentaires en quelques minutes et,
grace a leurs dépolymérases, dégradent les polyosides végétaux (cellulose, hémicelluloses,
pectines, et amidon) en oses (glucose, xylose) qui sont ensuite fermentés pour produire des
acides gras volatils (acétate, propionate, butyrate), du CO, et de I’hydrogene (figure 10). Des
sa formation, I’hydrogene est rapidement utilisé par des micro-organismes hydrogénotrophes
appelés Archaea méthanogeénes qui appartiennent a une branche particuliere dans la
classification systémique des bactéries, pour former du CH,4. L’orientation des fermentations
microbiennes joue un rdéle déterminant sur le métabolisme de I’hydrogéne dans le rumen. La
formation d’acétate s’accompagne d’une production d’hydrogéne et donc de méthane alors
que celle du propionate est consommatrice d’hydrogéne. La production du butyrate a partir de
I’acétate utilise également de 1’hydrogéne (Martin et al., 2006).

En milieu anaérobie comme le rumen, les réactions d’oxydation nécessaires a la
genese de ’ATP conduisent a la production d’hydrogéne métabolique (2H). Ce dernier doit
étre éliminé au fur et a2 mesure de sa production car une élévation de la pression partielle en
hydrogéne dans le milieu inhiberait 1’action des déshydrogénases dans le processus
d’oxydation. L’utilisation continue de I’hydrogeéne dans le rumen est assurée par les micro-
organismes hydrogénotrophes (Archaea méthanogenes) pour réduire une partie du CO, en
méthane. On peut donc considérer que la méthanogénese est une voie métabolique essentielle
dans 1’¢limination de I’hydrogene ruminal. Il est admis qu’une réduction de 20% du méthane
digestif ne perturbe pas les fonctions digestives ou fermentaires essentielles du rumen. Au-
dela, une réduction de la méthanogénese ne peut étre envisagée que si I’hydrogeéne est
métabolisé par d’autres voies, conduisant par exemple a la synthése de propionate ou de
butyrate (figure 10) (Popova et al., 2011b).

Comme la méthanogénese, la production d’acétate par la voie de 1’acétogenése
réductrice correspond a une réduction du CO, par H, [2CO, + 4H, — CH;3-COOH + 2H,0].
Elle a été mise en évidence dans le gros intestin du ruminant mais n’intervient qu’a un niveau
faible dans le rumen. En revanche, elle est dominante dans le tube digestif de ’homme, du rat,

des hamsters et des lapins.

%,
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Figure 10: Processus de fermentation des glucides alimentaires dans le rumen conduisant a la
production de méthane (Martin et al., 2006).
Le role central de I’H, dans le métabolisme ruminal a été souligné dans la plupart des

études menées pour explorer les stratégies de réduction des émissions de CH4 par les
ruminants. Parmi ces stratégies, la plupart concerne la manipulation de 1’écosysteme
microbien par des additifs et des biotechnologies (défaunation, probiotiques, additifs
chimiques, acides organiques...) ou par 1’alimentation (modification des €léments constitutifs

de la ration, apport d’additifs alimentaires tels que les lipides) (Popova et al., 2011b).

2. Biotechnologies
2.1. Probiotiques

Les probiotiques sont définis comme des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont
administrés en quantités appropriées et régulieres, ont un effet bénéfique sur 1'hote.
L’utilisation de probiotiques dans 1’alimentation des ruminants, dans le but ciblé de réduire la
méthanogénese, a fait I’objet de peu d’études jusqu’a maintenant (Chaucheyras-Durant et al.,
2008) et les rares résultats obtenus in vivo ne sont pas convaincants (Doreau et Dollé., 2011).
McGinn et al, (2004) ont rapporté que le produit de levures commerciales Procreatin-7 (Saf
Agri) a provoqué une diminution non significative de 3 % de la production du CHy4, exprimée
en pourcentage de la matiere seéche ingérée alors que Levucell SC (Lallemand Inc) n'a eu

aucun effet.
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Par ailleurs, Chaucheyras-Durand et Durand (2010) ont suggéré que S. cerevisae
pourrait stimuler la croissance des bactéries acétogenes capables d'utiliser 'H, dans le rumen,
le détournant ainsi de la méthanogenese. L’acétogenese réductrice est une voie particuliere de
biosynthése de I’acétate par réduction de 2 moles de CO, par 4 moles d’H,. La flore
acétogene est naturellement présente dans le rumen, mais ne peut pas exprimer son potentiel
hydrogénotrophe en présence d’Archaea méthanogenes du fait de la moindre affinité pour
I’H,. En absence de méthanogenes, I’acétogenese réductrice est la principale voie
hydrogénotrophe (Fonty et al., 2007) et peut étre stimulée par des probiotiques. Pour obtenir
des réductions satisfaisantes de la méthanogénese dans le rumen, il faudrait parallelement
inhiber les méthanogenes et stimuler les acétogenes. La piste des additifs microbiens mérite
d’étre approfondie. L’avenir des probiotiques pour réduire la méthanogénese est lié a une
meilleure connaissance de leurs modes d’action et a la mise au point de souches microbiennes

plus efficaces, ce qui est envisageable grace aux progres des biotechnologies.

2.2. Défaunation

Les principaux AGV produits par les protozoaires du rumen sont le butyrate et
’acétate, donc des voies métaboliques productrices d’H. Il n’est donc pas étonnant que les
Archaea méthanogeénes aient été retrouvés attachés a la surface des protozoaires ou encore a
I’intérieur des cellules. Les Archaea méthanogenes associés aux protozoaires seraient
responsables de 9 a 25 % du CHy4 produit dans le rumen (Newbold et al., 1995). D’un autre
cOté, une baisse moyenne de 10% des émissions de CHy4 est observée apres défaunation, cette
valeur pouvant varier en fonction du régime alimentaire du ruminant (Morgavi €t al., 2010).

La présence des protozoaires assure la stabilité du pH ruminal (Eugene et al., 2004) en
régulant les fermentations ruminales comme mentionné précédemment. Les réductions les
plus significatives de la méthanogénese apres 1’élimination des protozoaires ont été observées
avec des rations riches en amidon (Morgavi et al., 2010) et peuvent donc étre partiellement
attribuées a la corrélation positive entre la production de CHy et le pH ruminal (Lana et al.,
1998). En effet, le pH optimal pour la croissance des Archaea méthanogenes fluctue entre 6,1
et 7,8 en fonction des especes (Miller et Lin, 2002).

D’un autre coté, il a ét¢é montré que le nombre des méthanogeénes associés aux
protozoaires augmente juste apres la prise alimentaire et diminue rapidement apres (Tokura et
al., 1997). Stumm et al, (1982) ont montré que quand la contribution relative des protozoaires
a la production totale d’H, dans le rumen diminue, le nombre d’association ectosymbiotiques
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avec les Archaea méthanogenes diminue également. De plus, des effets inhibiteurs de la
moindre disponibilité en H, sur 1’activit¢ méthanogéne dans le rumen de moutons défaunés
ont été démontrés en mesurant 1’expression du géne fonctionnel mcrA (Popova, 2011a).
L’¢limination des protozoaires est souvent associée a une augmentation de la
proportion molaire du propionate aux dépens de celles de ’acétate et surtout du butyrate
(Eugene et al., 2004). Comme discuté précédemment, ces réorientations fermentaires sont a
I’origine d’une moindre disponibilit¢ de I’H, pour la méthanogénese. Elles peuvent étre
attribuées au métabolisme des protozoaires (producteurs importants de butyrate), mais
également a leur activité prédatrice envers les bactéries. En effet, en absence de protozoaires,
le nombre des bactéries est plus élevé (Ozutsumi et al., 2005; Mosoni €t al., 2011) ; la
croissance et le maintien de la biomasse bactérienne exige également une réorientation de I’H,
vers la synthese de nouvelle cellules, mais aussi de protéines bactériennes. Certaines €tudes
ont suggéré une activité prédatrice sélective envers les R. albus et R. flavefaciens (Ozutsumi
et al., 2006) dont le nombre augmente avec 1’élimination des protozoaires, bien qu’il puisse
également s’agir, comme suggéré par Mosoni et al, (2011), d’une compétition pour le substrat
entre protozoaires et bactéries fibrolytiques. Les réductions observées dans les émissions de
CH,4 chez les animaux défaunés ne peuvent pas a priori étre expliquées par une communauté
méthanogene moins abondante. Des changements dans la diversité ont été observés, mais
I’implication des différentes espéces d’Archaea méthanogenes (en présence ou absence de
protozoaires) doit encore étre démontrée. La diminution de la quantité d’H, disponible pour la

méthanogenese est le point commun entre les différentes études.

2.3. Vaccins et anticorps

La vaccination des animaux contre les Archaea méthanogeénes permettrait de
diminuer la production de CHy sans altérer la digestion, la performance animale ou la qualité
des produits (Wright et al., 2004b). Il s’agit d’une stimulation du systéme immunitaire de
I’animal afin de produire des anticorps anti-méthanogeénes qui via la salive rejoindront le
rumen ou ils inhiberont les Archaea. Parmi les trois vaccins formulés a ce jour (Wright et al.,
2004b ; Williams et al., 2009), un seul a réussi a baisser les émissions de CH4 de 8 % (Wright
et al., 2004b). Dans cette derni¢re étude, il a été déterminé a posteriori que les animaux traités
avaient recu un vaccin ne ciblant que 20% des espéces d’Archaea méthanogenes présents
dans le rumen ; donc en ciblant une plus grande proportion de la population, la diminution des
émissions de CHy4 devrait étre plus importante. Ceci implique que la composition du vaccin

L
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soit prédéterminée par la composition (especes, souches) précise de la communauté
méthanogene des animaux a traiter.

L’adaptation de la population méthanogéne est un point important a prendre en compte
afin de prévoir I’efficacit¢ d’un vaccin ou d’un anticorps a long terme. Egalement, la
formulation de molécules «universelles» nécessite encore des recherches. Une autre difficulté
de cette stratégie est la production d’une réponse immunitaire adéquate, ainsi que le mode

d’administration des vaccins ou des anticorps dans le rumen en conditions d’élevage.

3. Additifs chimiques
3.1. Les nitrates

Des additifs chimiques, notamment le nitrate et le sulfate, ont été expérimentés comme
accepteurs d’électrons a la place du CO, (Weimer et al., 1999). D’un point de vue
thermodynamique, les réductions successives du nitrate en nitrite puis en ammoniaque
fournissent plus d’énergie que la réduction du CO, en CHy4. Ces processus pourraient étre une
voie intéressante d'élimination d'H; si le nitrate est disponible en quantité suffisante dans le
rumen. La réduction du nitrate en ammoniaque consomme 8 €lectrons et ainsi chaque mole de
nitrate réduit pourrait diminuer la production de CH4 d’une mole. L'ammoniaque générée sera
disponible pour l'anabolisme et serait un apport important d’azote avec des régimes
alimentaires pauvres en protéines qui peuvent limiter la synthése des protéines microbiennes
(Popova et al., 2011b).

Toutefois, la supplémentation de la ration avec des nitrates peut se révéler toxique
pour I’animal. Les nitrates contenus dans certaines plantes ne constituent pas en soi un
probléme pour les microorganismes du rumen qui possedent les enzymes nécessaires pour
décomposer le nitrate en ammoniaque. Cependant de fortes charges en nitrates alimentaires
peuvent submerger la capacité des microorganismes du rumen a dégrader completement le
nitrate en ammoniaque et le niveau du nitrite, un composé intermédiaire, peut augmenter. Le
nitrite est le vrai probleme car il est toxique pour les bactéries cellulolytiques (Sar et al.,
2004).

Les nitrates sont donc une piste intéressante a explorer pour réduire les émissions de
CH,. Des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre si les réductions
observées dans la méthanogénese sont dues a une action directe (toxique) sur les Archaea

méthanogenes. 11 est également possible que ce soit le résultat d’un effet indirect, comme la
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réorientation de I’H, vers d’autres voies métaboliques via la stimulation de communautés

microbiennes particulieres.

3.2. Les composés anti-méthanogenes

L’utilisation de composés anti-méthanogénes (bromocholorométhane (BCM),
bromoéthanesulfonate (BES), chloroforme) a des effets drastiques sur les Archaea du rumen,
en perturbant spécifiquement la méthanogenese (Ungerfeld et al., 2004). Le BCM est un
analogue halogéné du méthane qui réagit avec la vitamine B, et inhibe ainsi une étape
cobalamine-dépendante de la voie métabolique de la méthanogenese. Le BES est un analogue
de structure du 2-mercaptoéthanesulfonate (coenzyme M, CoM) et interfere dans la
méthanogenese en inhibant la déméthylation réductive de CH3-S-CoM. Le chloroforme est
connu pour inhiber 1’action des enzymes cobalamine-dépendantes, telles que la méthyl-CoM
réductase qui catalyse 1’étape ultime de la méthanogenése. L’ajout de BCM in vitro fait
passer la quantit¢é de CH4 produit, de 30% des gaz totaux a des traces, en éliminant
completement la population méthanogene (Goel et al., 2009). Le BES réduit in vitro la
quantité de CH4 produit de 86% en réduisant de presque 10 fois le nombre des méthanogenes
(Guo et al., 2007).

Bien que ces inhibiteurs soient considérés comme spécifiques aux Archaea
méthanogenes, in Vitro en revanche ces molécules stimulent le développement de la
population bactérienne. La croissance de F. succinogenes a été stimulée aussi bien par le
BCM (+68 %, Goel €t al., 2009) que par le BES (+ 50 %, Guo €t al., 2007). F. succinogenes
est le plus important producteur de succinate dans des régimes a base de foin (Moss et al.,
2000) ; le succinate est ensuite métabolis€¢ en propionate par d’autres espéces bactériennes
dans le rumen. La prolifération de F. succinogenes peut s’expliquer par la disparition des
Archaea méthanogenes, concurrents pour 1’H, qui devient toute de suite plus disponible pour
la synthese de succinate et de propionate.

In vivo, I’ajout de BCM diminue la production de CH4 de 59%, et le nombre des
Archaea méthanogenes de 34% (Denman €t al., 2007). La concentration des AGV n’a pas été
affectée par le traitement, ce qui suggere que méme si on peut s’attendre a une accumulation
d’H; dans le milieu ruminal, celle-ci n’a pas inhib¢ les fermentations ruminales.

Les réductions observées de la méthanogénese lors de I’utilisation d’additifs anti-
méthanogenes seraient reliées a une communauté méthanogene moins abondante. Cependant,
des changements dans la diversité de cette communauté sont également observés dans

=




Etudes bibliographiques

certaines études ; on peut donc s’attendre a ce que 1’utilisation de cette stratégie a long terme

donne lieu a des adaptations microbiennes.

4. Acides organiques

Les acides organiques tels le fumarate et le malate sont des intermédiaires importants
dans la production de propionate : le malate est déshydraté en fumarate qui est réduit en
succinate en utilisant I’Hy; le succinate est décarboxylé en propionate. In vitro, I’utilisation
des acides organiques diminue la méthanogenese en stimulant la production d’AGV, en
particulier du propionate menant a baisser le ratio molaire acétate : propionate (Doreau €t al.,
2011).

Les émissions de CH4 ont diminué, n’ont pas changé ou ont augmenté avec ’ajout de
fumarate (Ungerfeld et al., 2007). Mais actuellement, a notre connaissance, il n’y a pas
d’étude publiée sur les effets de la supplémentation des rations avec du fumarate sur
I’écosystéme microbien in Vivo et en particulier sur les Archaea méthanogenes. Il serait
intéressant 1) de voir si les bactéries réductrices de fumarate réussissent a long terme a prendre
le dessus sur les Archaea méthanogénes dans le cadre d’un apport de fumarate seul ; ii) de
controler s’il n’y a pas un changement dans la population méthanogéne essentiellement
hydrogénotrophe dans les conditions normales, vers une population préférentiellement

utilisatrice de formate.

4.1. Extraits de plantes et huiles essentielles

Ces dernieres années, 1'exploration de phytomolécules bioactives en tant qu’additifs
alimentaires naturels a recu une grande attention de la part des nutritionnistes et des
microbiologistes du rumen pour modifier favorablement les fermentations (Patra et Saxena,
2009 ; Vakili et al., 2013; Gunal et al., 2013 ; Foskolos et al., 2015). Un grand nombre de
molécules végétales, telles que les saponines, les tannins, de méme que les huiles essentielles
ont sollicité I’intérét des chercheurs par leur capacité a inhiber la méthanogénese, améliorer le
métabolisme des protéines et la productivité animale ou encore augmenter le contenu d’acide

linoléique conjugué dans des produits alimentaires d’origine animale.

4.2. Les saponines
Les saponines sont des détergents naturels qui possedent des propriétés
membranolytiques. Elles forment des complexes avec les stérols des membranes cellulaires
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essentiellement des eucaryotes (protozoaires et champignons dans le rumen) et provoquent la
lyse cellulaire. La réduction des émissions de CH4 observée quand les animaux recoivent des
rations riches en saponines (Beauchemin et al., 2009 ; Martin et al., 2010) peuvent
partiellement étre attribuées a la toxicité de ces molécules envers les protozoaires du rumen.
Yucca schidigera (une plante riche en saponines), broyée et administrée via la canule a
faibles (20 g/jour) ou fortes (60 g/jour) doses, a diminué la population de protozoaires de 42%
chez des génisses (Hristov et al., 1999) sans effet dose. En revanche, Benchaar et al, (2008)
ont supplémenté la ration de vaches laitieres avec 6 g/j de saponines de Y. schidigera, sans
observer d’effets négatifs sur les protozoaires. Hormis ces quelques divergences, qui
pourraient s’expliquer par des quantités administrées ou méthodes d’administration
différentes, 1’activité anti-protozoaire des saponines est I’effet le plus fréquemment rapporté
dans les études (Patra et Saxena, 2009).

L’activité inhibitrice des saponines sur les Archaea (in vitro) varie en fonction de la
nature de la molécule. Les effets de S. sesban sur la méthanogenese étaient plus prononcés
avec une ration riche en concentré qu’avec une ration a base de fourrage (Goel et al., 2008).
Les saponines des fruits de S. rarak ajoutées a hauteur de 4 mg/mL ont réduit in vitro le
nombre des ARNr 16S des Archaea ; les concentrations plus basses n’ont pas eu d’effets
significatifs (Wina et al., 2005). La paroi cellulaire des Archaea differe de celle des autres
procaryotes, mais aussi de celle des eucaryotes par sa composition en lipides et protéines
unique dans le monde vivant. Il est possible que cette particularité leur confere une résistance
a certaines saponines. L’ajout de la saponine du thé dans des cultures pures de
Methanobrevibacter ruminantium n’a pas eu d’effet ni sur la production de CHy, ni sur le
nombre des cellules ou sur leur activité métabolique (Guo et al., 2008). A I’inverse, la
saponine de thé a baissé la production de CH4 de 8 % dans des cultures mixtes du rumen sans
affecter le nombre des méthanogenes, mais en diminuant leur activité métabolique de 76 %
(Guo et al., 2008). Ces résultats divergents peuvent étre dus a une efficacité différente des
especes méthanogenes dans la production de CH4. A notre connaissance, des études de
diversité des méthanogeénes n’ont pas été réalisées avec des rations riches en saponines. Il
serait intéressant de voir si des espéces particulieres ne sont pas sélectionnées parce qu’elles

sont résistantes aux saponines.
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4.3. Les tannins

Les tannins sont des composés hydrosolubles polyphénoliques qui peuvent précipiter
les protéines. Les études relatives aux effets sur les protozoaires sont contradictoires. Dans
certaines études le nombre des ciliés ne change pas (Newbold et al., 1997), alors que dans
d’autres, il était significativement réduit (Hristov et al., 2003 ; Rira et al., 2014). Les effets
sur la faune ruminale de tannins provenant d’une quinzaine d’arbres différents ont été testés in
Vvitro ; uniquement 3 des molécules étudiées ont présenté des activités inhibitrices (Monforte-
Briceno et al., 2005). Les mécanismes d’action des tannins sur les Archaea méthanogeénes et
en particulier M. ruminantium ont été étudiés par Tavendale et al, (2005). Les résultats de
cette étude suggerent que la baisse des émissions de CH, observée avec des rations contenant
des tannins (Patra et Saxena, 2009; Martin et al., 2010; Rodehutscord, 2013) peut étre due a
une inhibition directe des méthanogenes, qui dépendrait toutefois de la structure chimique des
tannins condensés. Il est également nécessaire de mener des études a long terme pour
s’assurer que des especes résistantes de méthanogénes n’apparaitront pas. Les bactéries
tannins-tolérantes (genre reptococcus) présentent un autre probleme potentiel. La tolérance
dans certains cas de figure est due a leur capacité a modifier ou dégrader les tannins (Smith et

al., 2005), ce qui permet d’éliminer les tannins du milieu ruminal.

4.4. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des liquides concentrés en compos€s aromatiques volatils
obtenus par distillation ou extraction dans des solvants de plantes. Ces composés sont
généralement abondants dans les herbes et les épices et a moindre degré chez les autres
plantes, et ils jouent un rdle protecteur contre les attaques bactériennes, fongiques ou
d'insectes. Les huiles essentielles sont lipophiles et interagissent avec les membranes
cellulaires ce qui est a 1’origine de leur toxicité et de leurs propriétés antimicrobiennes
particulierement a 1’égard des bactéries a Gram positif. Des concentrations basses d’huiles
essentielles (<100 ppm) ont inhibé la croissance de presque toutes les cultures pures de
bactéries du rumen (Mclntosh et al., 2003). Parmi elles, S. bovis s’est révélée étre la souche la
plus résistante ; la souche la plus sensible était P. ruminicola bien que finalement elle ait
développé une résistance. En ce qui concerne le nombre de protozoaires, il n’est pas influencé
(Benchaar et al., 2008 ; Kobayashi, 2010) ou diminue significativement (Ando et al., 2003)

avec I’ajout d’huiles essentielles dans la ration de bovins.
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Tres peu de données concernant les effets des huiles essentielles sur la population
méthanogene sont disponibles dans la littérature et aucune étude n’a été réalisée in vivo. En
culture, la croissance de M. smithii a été inhibée seulement avec une concentration en huiles
supérieure a 1000 ppm (Mclntosh et al., 2003). Dans 1’étude in vitro d’Agarwal et al, (2009),
I’inclusion d’huile de menthe a hauteur de 0,33 mL/L a multipli¢ par deux le nombre des
méthanogenes, alors que la production de CHj avait diminué de 20%, sans affecter la
concentration totale des AGV. Des doses plus fortes (1 et 2 mL/L) ont eu un effet toxique sur
les Archaea s’accompagnant d’une baisse de la méthanogénese.

L’utilisation des extraits de plantes pour réduire la méthanogénese est une piste
intéressante par son caractere «naturel» apprécié par les consommateurs, mais aussi parce
qu’elle est facilement applicable en pratique. Cependant, vu le nombre ¢élevé de molécules
potentiellement intéressantes et les réponses divergentes de I’écosystéme microbien observées
dans les différentes études, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour identifier les

meilleures cibles.

5. Composition de la ration
5.1. Proportion et nature du concentré dans la ration

Il est admis d’une maniére générale que la production de CHs (CH4g/kg de matiere
seche ingérée) avec une ration riche en cellulose est plus importante qu’avec une ration riche
en amidon (Doreau et al., 2011). En comparaison avec des animaux recevant des rations
riches en amidon, la diversit¢é des méthanogenes est plus importante chez des ovins au
paturage (Wright et al., 2004a). De méme, la communauté méthanogéne dans le rumen de
bovins était plus riche et plus diverse chez des animaux recevant un concentré fibreux
comparés a des animaux recevant un concentré riche en amidon et en lipides (Popova et al.,
2011). L’amidon et/ou les lipides exerceraient une pression sélective sur les méthanogenes du
rumen (Popova et al., 2011b).

La sélection des méthanogenes serait réalisée en raison d’une moindre disponibilité du
substrat H,, car avec des régimes riches en amidon, une réorientation des voies fermentaires
vers la production de propionate aux dépens de ’acétate est souvent observée (Beauchemin et
al., 2009, Martin et al., 2010). La réduction de la méthanogenése serait alors la conséquence
d’un effet direct de la baisse du pH ruminal sur les microorganismes du rumen, en particulier

sur les protozoaires et les Archaea (Martin et al., 2010).
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5.2. Apport de lipides

A la différence des régimes riches en amidon, la supplémentation de la ration avec des
lipides a I’avantage d’augmenter sa valeur énergétique sans provoquer des baisses importantes
du pH ruminal. La réduction des émissions de CH,4 avec des rations supplémentées en lipides
(Beauchemin et al., 2009 ; Martin et al., 2010) s’expliquerait également par une baisse dans
I’activité métabolique des méthanogenes, conséquence de la disponibilité limitée du substrat
H, (Doreau et al., 2011). Les lipides ont des effets toxiques sur les protozoaires (Doreau et
Ferlay, 1995), donc la disponibilité réduite de I’H, peut également étre expliquée par une
production d’H; plus faible.

En ce qui concerne la population méthanogene, in vitro, dans I’étude de Dohme €t al,
(2001) utilisant les fermenteurs RUSITEC, son nombre n’est pas affecté par 1’ajout de 50 g/kg
MS de substrat d’acides gras saturés a chaine courte a longue (C g a C 13.0); en revanche la
population se trouve significativement réduite (- 78 %) dans I’étude de Soliva et al, (2003)
avec 1’ajout de I’acide laurique (C 12 . ; 30 mg/100 mL contenu ruminal). Zhang et al, (2008)
ont observé une croissance de la population méthanogene avec des petites doses (35 g/kg MS
de substrat ajouté) d’acides gras a chaine longue saturés (C;s . o) ou mono-insaturés (C;g. ) et
une inhibition par des faibles (35 g/kg MS substrat) et fortes (70 g/kg MS substrat) doses
d’acides gras a chaine longue polyinsaturée (C i5.2, Cis:3).

In vivo, la concentration des Archaea méthanogenes dans le liquide ruminal des
animaux dépourvus de protozoaires était multipliée par 3 avec la supplémentation de la ration
avec 50 g/kg de MSI d’huile de coprah (Machmiiller et al., 2003). In vitro, avec un apport
d’acide laurique (30 mg), le nombre des Methanococcales a régressé plus significativement
que celui des Methanobacteriales, Methanosarcinales ou des Methanomicrobiales (Soliva et
al., 2003). En accord avec les essais in vitro, la supplémentation de la ration avec de 1’huile de
coprah (riche en acide laurique) chez des ovins défaunés, s’est accompagnée d’une baisse du
signal de la sonde ciblant I’ARNr 16S des Methanococcales (Machmiiller et al., 2003).

L’apport de lipides pour diminuer la méthanogenése est une piste intéressante et
facilement applicable en pratique. Les études menées jusqu’a présent indiquent une sensibilité
différente des méthanogenes en fonction de la nature et/ou la quantité du supplément
lipidique. Cet élément sera a considérer pour choisir les molécules les mieux adaptées et

efficaces a long terme.
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1. Effet de la saison de collecte sur la valeur nutritive des plantes fourrageres
1.1. Caractéristique du site expérimental
1.1.1. Localisation géographique

La Wilaya de M’Sila se situe a 35°40° latitude Nord et 04°30° longitude Est, sur une
altitude d’environ 500 m. Elle est située au Sud Est d’Alger, limitée au Nord par les Wilaya
de Médéa, Bordj Bou-Arreridj, Sétif et Bouira ; & L’Ouest par Djelfa ; a I’Est par Batna et au
Sud par la wilaya de Biskra. Son territoire ne présente aucune homogénéité géographique

(A.N.A.T, 2002).

Figure 11: Localisation géographique de la zone d’étude (Medjekal et al., 2015)
1.1.2. Sol et couvert végétal

Le territoire de la wilaya constitue une zone charniere entre deux grandes chaines de
montagnes, 1’Atlas Saharien et 1’Atlas Tellien, ce qui lui donne une configuration
géographique caractérisée par une zone.

e de montagne de part et d'autre du chott El-Hodna,
e centrale constituée essentiellement de plaines et de hautes plaines,
e de Chott (Chott EI-Hodna) au centre,

e de dunes de sables éoliens.

X
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La majeure partie de la Wilaya est couverte par la steppe (environ 63% du territoire),
formée essentiellement d’Alfa et d’armoise. Au Nord, les parcours steppiques sont assez bien
développés, par contre, au Sud ils sont beaucoup plus dégradés. Cette steppe est connue
comme espace de nomadisme et d’¢élevage ovin par excellence, 80 % du cheptel algérien
(ovin et caprin) y est concentré (Bouaza, 2012). La flore a usage thérapeutique est aussi
relativement importante. Parmi les principales plantes figurent de nombreuses Lamiacées,
largement utilisées dans la pharmacopée locale : Astéracées, Fabacées et Zygophyllacées

(Benkheira et al., 2005).

1.2. Climat de la région

Le climat de la région de M’Sila est caractérisé par un été sec tres chaud et un hiver
tres froid avec une pluviométrie faible et irréguliére de 1’ordre de 260 mm/an (Inspection de

I’environnement, 2002).

1.2.1. Les précipitations

Une précipitation moyenne annuelle de 260 mm contribue a la détermination du
caractere aride de la région, accentué par I’extréme irrégularité de la répartition des pluies au
cours de I’année. La nature orageuse des pluies constitue I’autre facteur explicatif de la
sévérité du régime pluviométrique qui se traduit par une dominance du ruissellement. Les
configurations topographiques des bas-fonds permettent cependant la rétention d’une grande

partie des eaux de pluies (Rammade, 2003).

1.2.2. Les températures

La température représente un facteur limitant de premicre importance car elle
conditionne la réparation de la totalité des especes végétales (Rammade, 2003). Les
températures moyennes minimales et maximales (1988-2007) sont consignées dans le tableau
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Tableau S : Répartition des moyennes de températures mensuelles en °C (Rammade, 2003).

Station Mois | Jan | Fév | Mar | Avr | Mai | Jui | Jut | Aou | Sep | Oct | Nov | Déc | Moy
M’sila | m 0,35 | 043 | 07,7 | 10,6 | 155 | 21 | 244 | 24,1 | 19,2 | 14,6 | 08,4 | 04,7 | 13,1
1988- | M 13,9 | 16,1 | 20,2 | 22,9 | 27,9 | 34,7 | 38,5 | 38 | 32,2 | 257 | 18,9 | 142 | 2522

2007

m : moyennes mensuelles des températures minimales

M : moyennes mensuelles des températures maximales




Matériel et méthodes

Tableau 6 : Caractéristiques botaniques et phénotypiques des plantes fourrageres étudiées

Famille Substrat Nom local Description botanique

Dicotylédons

L'Atriplex canescens est un arbuste buissonnant de 1 a 3 m de hauteur, a port
plus ou moins étrique, formant des touffes de 1 a 3 m de diametre. Les
rameaux blanchatres sont étalés, ascendants ou arqués, retombants vers
Chenopodiaceae Atriplex canescens El-Gtef l'extrémité. Les feuilles courtement pétiolées ou sub-sessiles, sont alternes, et
américain leur limbe linéaire, lancéolé et uninervé est vert grisatre. Il peut atteindre 3 a 5
cm de longueur et 0,3 a 0,5 cm de largeur. Des feuilles axillaires plus petites
(0,5 a 1,5 sur 0,1 a 3 cm) sont aussi présentes le long de 1'axe feuillé (Johnson,
1999).

C’est une plante vivace et endémique dans les paturages arides et désertiques
de sable de 1'Algérie (Quezel et Santa, 1963) a tiges dressées. Longues feuilles
composées de petites folioles ovoides. Fleurs jaune verdatre petites, sessiles a
l'aisselle des feuilles. Le fruit est une gousse a bec court couverte de poils
laineux

Fabaceae - Leguminosae Astragalus gombo Foulet El-
bel

C’est un arbrisseau rétamoide de 0,8-2 m de hauteur, rameux des la base,
dressé. Les jeunes rameaux sont presque tous floriferes, plus ou moins
densément pubescents, vert. Les rameaux d’un an et plus sont glabrescents,
verts et cylindriques, tous effilés et presque toujours aphylles. Les feuilles
alternes sont toutes unifoliolées sessiles, les folioles sont fugaces, linéaires-
oblongues, entieres et subaigues. Les ramules floriferes sont alternes, tres
nombreux formant des grappes laches (Lograda, 2010)

Calobota saharae  El-Merckh
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Atriplex canescens (a) Atriplex canescens (b)
Astragalus gombo (a) Astragalus gombo(b)
Calobota saharae (a) Calobota saharae (b)

Figure 12: Description phénotypique des plantes fourrageres étudiées (stade normale a et a la
floraison b)
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1.3. Matériel végétal

1.3.1. Echantillons testés

Parmi les especes fourrageres choisis, 03 plantes sont retenues pour cette étude :
Atriplex canescens Purch Nutt. Espece introduite (Le Houérou, 2000), elle appartient a la
famille des Chenopodiaceae. Elle semble particulierement intéressante en raison de sa plus
grande résistance au froid. Cette espece originaire d’Amérique du Nord (Mulas et Mulas,
2004) est une plante fourragere exceptionnelle grice a sa valeur nutritive, sa bonne
adaptabilité et son feuillage persistant (Kitchen et McArthur, 2001). De plus, c’est un
important arbuste pour la réhabilitation des sols dégradés et elle s’adapte facilement hors de
son habitat naturel (Sanderson et Mc Arthur, 2004). L’utilisation des plantations pastorales a
Atriplex canescens, par le Haut-Commissariat au Développement de la Steppe (HCDS),
constitue une approche prometteuse dans la lutte contre la désertification. Outre sa qualité
fourragere, I’Atriplex posseéde un systeme racinaire trés développé fixant les couches
supérieures du sol et elle peut étre utilis€ée comme moyen de lutte contre la désertification.
Astragalus gombo (Cos. & Dur), est une plante endémique, appartenant a la famille des
Fabaceae - Leguminosae, de grande importance économique, elle est une source de protéines
végétales pour 1’alimentation animale ou humaine. Calobota saharae (Cos. & Dur) Boatwr. &
B.-E.van Wyk. est un arbuste spontanée indigene du Sahara, il joue un rodle écologique
important dans la préservation et la fertilité des sols pauvres et érodés. La sélection et la
collecte des différentes especes sont basées sur la connaissance des éleveurs locaux. En effet,
apres des investigations faites aupres des éleveurs sur les préférences nutritionnelles avérées
des ruminants de la région, nous avons sélectionné ces trois plantes fourrageres, collectées

respectivement aux alentours de la ville de Boussaada.

1.3.2. Echantillonnage et préparation du matériel végétal

Notre étude a été réalisée durant ’année 2009 et des prélevements ont été effectués
pendant trois saisons consécutives. L’année est divisé€e en trois saisons qui correspondent aux
périodes de variations climatiques importantes de la zone d’étude : I’hiver saison des pluies et
des froids qui va de Novembre a Février ou 1’on note de faibles précipitations, le printemps la
saison du g¢l et du froid avec quelques précipitation qui s’étalent de Mars a Mai et la saison

seche et chaude qui couvre les mois de Juin a Novembre. Trois prélevements ont été effectués
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sur les mémes plantes, a mi-Janvier pour la premiere saison, mi-Mai pour la deuxieme et la

fin du mois de Juillet pour la troisieme saison.

Entre 06 et 10 spécimens de chaque espece végétale sont prélevés afin d'obtenir un
échantillon représentatif de la biomasse végétale. La partie aérienne des plantes, feuilles,
rameaux minces (jeunes tiges) et quelques fleurs (quand elles existent) sont coupés avec des
ciseaux et pris immédiatement au laboratoire ou les échantillons provenant de différents
spécimens sont regroupés et séchés au four a 60 ° C pendant 48 heures. Les échantillons sont
ensuite broyés grossicrement au laboratoire a 1'aide d'un hachoir puis broyés une seconde fois
avec un broyeur muni d'un tamis de 1 mm pour les analyses chimiques et les expériences de la

fermentation et de digestibilité in vitro.
1.4. Caractéristiques chimique des fourrages

L’analyse chimique est la méthode la plus simple pour évaluer les produits
alimentaires des ruminants (Palmisano et Barlaz, 1996). La plupart des informations
existantes concernent la composition chimique des aliments, elles sont basées sur des analyses
approximatives développées par Henneberg et Stohman (Mc Donald et al., 1995). Devenues
archaiques et imprécises elles ont été soumises a de nombreuses critiques concernant les
fibres brutes, la matiere séche et la matiere azotée (Mc Donald et al., 1995). L’alternative
pour ’estimation des fibres proposée par Van Soest est maintenant la plus acceptée. Elle a été
développée comme procédure pour quantifier les constituants de la paroi cellulaire,

principalement au niveau du matériel végétal.
1.4.1. Détermination de la matiere séche

La matiere seche est déterminée par dessiccation d’1 g d’échantillons a 65 °C dans une
étuve ventilée jusqu'a poids constant. Le poids du résidu apres 48 heures caractérise la teneur

en matiere seche de 1'échantillon.
1.4.2. Détermination des sels minéraux

Cette analyse permet le calcul des sels minéraux contenus dans 1'échantillon. 3g de
substrat préalablement séchés, sont placés dans un creuset en porcelaine, taré puis incinéré
dans un four a moufle a 550°C pendant 6 heures. La perte de poids observée au cours de la

calcination correspond a la matiere organique et le résidu a la matiere minérale.
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1.4.3. Détermination de la matiére azotée totale

L'azote total (N) contenu dans les fourrages est dosé par la méthode de Kjeldahl. Pour
cela, on utilise un auto-analyseur. Cette méthode de dosage comporte deux étapes, suivie d’un

dosage par titrimétrie.

-Transformation de l'azote organique en azote ammoniacal : Cette réaction chimique
est réalisée dans un appareil du type Kheldatherme (marque Gerhardt, Allemagne). L'azote
organique d'un échantillon de 0,7g est transformé en azote minéral, le sulfate d'ammonium en
l'occurrence. La réaction chimique est réalisée a 350°C, en présence d'un catalyseur

(sélénium) et d'acide sulfurique concentré, pendant une heure.

-Transformation de I'azote ammoniacal en ammoniaque : Cette réaction chimique est
réalisée a l'aide d'une unité de distillation (marque Buchi K-314, Allemagne). Elle est faite en
présence d'une base forte (NaOH, 10N). L'ammoniaque est récupéré par condensation a la
vapeur d'eau, reprise dans 25ml d'une solution d'acide borique a 4% (m/v) contenant un
indicateur coloré (rouge de méthyle et bleu de méthylene). Cette solution est titrée par une

solution d'HCI (0,1N). La teneur en azote est obtenue a l'aide de 1'équation suivante :

N= Vol (Hcl)(ml)*14*01
Prise d’essai *MS(%)

La teneur en maticres azotées totales (MAT) est obtenue en multipliant la teneur en azote par

6,25.
1.4.4. Détermination des composés de la paroi végétale

La teneur en parois végétales est une caractéristique importante qui détermine pour
partie la valeur alimentaire (digestibilité et ingestibilité) des fourrages. La détermination des

composés de la paroi végétale est réalisée selon le procédé décrit par Van Soest et al, (1991).
1.4.4.1. Estimation de la fraction NDF (Neural Detergent Fibre)

La fraction NDF (fibres insolubles dans les détergents neutres) correspond a la teneur
en parois totales des fourrages (cellulose, hémicelluloses et lignine) et des cendres. Cette
méthode repose sur la solubilisation a pH neutre des protéines par le lauryl sulfate de sodium
et des substances pectiques par I'EDTA. L'appareil utilisé est un appareil de digestion

automatique du type Fiber analysis (marque ANKOM TECHNOLOGY CORPORATION,

-
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USA). Le traitement avec la solution NDF permet de solubiliser les polymeres de glucose non

cellulosique.
» Réactifs

Sodium dodécyl sulfate (Sigma), éthylene diamine tétra acétique disodique dihydraté
(Biochem), borate de sodium (Biochem), phosphate disodique anhydre (Sigma), tri éthylene
glycol (Sigma).

» Préparation de la solution NDS (Neural Detergent Solution)

30g de sodium dodécylsulfate; 18,61g éthylene diamine tétra acétique disodique dihydraté;
6,81 g borate de sodium; 4,56 g Phosphate disodique anhydre et 10,0 ml tri éthylene glycol
sont introduits dans une fiole jaugée de 1000ml. Ces quantités sont dissoutes dans 1'eau
distillée. La solution est chauffée afin de faciliter la dissolution puis complétée au trait de

jauge avec de l'eau distillée. Le pH est ajusté (solution NaOH 1N) entre 6,9 a 7,1.
» Préparation de 1'échantillon

Dans des sacs Daisy, libellées, sont introduits 500mg du substrat préalablement séchés.
Les sacs sont scellés par une thermoscelleuse (heat sealer). L'appareil est rempli de 02 litres
de la solution NDS. Les sacs sont introduits dans l'appareil et portés a ébullition pendant une
heure. L'appareil est ensuite vidangé de la solution NDS. Les sacs sont alors rincés 03 fois
avec de l'eau distillée a 80°C environ pendant 10 minutes. Les sacs sont ensuite lavés a

l'acétone et mis pour séchage jusqu'a poids constant dans une étuve réglée a 105°C.
1.4.4.2. Estimation de la fraction ADF (Acid Detergent Fibre)

La fraction ADF (fibres insolubles dans les détergents acides) correspond a la teneur
en parois totales des fourrages (cellulose et lignine). La solution ADF permet d'hydrolyser a

chaud les constituants cytoplasmiques, les hémicelluloses et les protéines.
> Réactifs

- Bromure de tri méthyle ammonium cétylique (Sigma), Solution acide sulfurique 1N

(Biochem).

.
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» Préparation de la solution ADS (Acid Detergent Solution)

Dans une fiole jaugée de 1000 ml, 20g de bromure de triméthylammonium cétylique sont

introduits avec 300ml d'acide sulfurique 1N. La solution est complétée au trait de jauge.
» Préparation de 1'échantillon

Les mémes sacs Daisy sont utilisés, I'appareil est rempli de 02 litres de la solution ADS.
Ensuite, les sacs sont introduits dans I'appareil et portés a ébullition pendant O1 heure.
L'appareil est alors vidangé et les sacs rincés 03 fois avec de l'eau distillée chaude pendant 10
minutes. Les sacs sont ensuite lavés a l'acétone et mis pour séchage jusqu'a poids constant

dans une étuve réglée a 105°C.
1.4.4.3. Estimation de la fraction ADL (Acid Detergent Lignin)

La détermination de la lignine a partir du résidu ADF peut se faire par traitement avec
de I’acide sulfurique concentré. Le résidu correspond, en plus des cendres, a la lignine brute.
Les sacs récupérés, apres analyse ADF, sont traités par l'acide sulfurique concentré a 72%
pendant 03 heures. Les sacs sont rincés 03 fois avec de l'eau distillée chaude pendant 10
minutes. IlIs sont ensuite lavés a 1'acétone et mis pour séchage jusqu'a poids constant dans une

étuve réglée a 105°C.
1.4.5. Dosage de 1'extrait éthéré

Les matieres grasses des aliments sont obtenues par extraction directe au moyen d'un
solvant, puis élimination du solvant par distillation et dessiccation. La méthode Soxhlet
utilisée est la méthode de référence utilisée pour la détermination de la matiere grasse dans les
aliments solides déshydratés. C’est une méthode gravimétrique, puisqu’on pese 1’échantillon

au début et la matiere grasse a la fin de I’extraction.

L’aliment solide est pesé et placé dans une capsule de cellulose. L’échantillon est
extrait en continu par de 1’éther éthylique a ébullition (P.E. 35°C) qui dissout graduellement la
matiere grasse. Le solvant contenant la maticre grasse retourne dans le ballon par
déversements successifs causés par un effet de siphon dans le coude latéral. Comme seul le
solvant peut s’évaporer de nouveau, la matiere grasse s’accumule dans le ballon jusqu’a ce
que D’extraction soit complete. Une fois D’extraction terminée, I’éther est évaporé,

généralement sur un évaporateur rotatif, et la maticre grasse est pesée. Les capsules de
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cellulose sont perméables au solvant et a la matiere grasse qui y est dissoute. Ces capsules

sont a usage unique.
% lipides = M (lipides) x 100 = M (échantillon)
1.4.6. Analyse des tannins

La présence de facteurs antinutritionnels est mise en évidence quantitativement, selon
les méthodes décrites par Terrill et al. (1992). Tous les échantillons employés pour
l'extraction et l'analyse de tannins sont broyés avec un moulin 2 marteaux pourvu d'une maille

de 1 mm.
1.4.6.1. Extraction des tannins condensés libres

La technique de dosage et d’extraction est déterminée selon le procédé de Terill et al,

(1992).
> Réactifs:
-Solution acétone (70%)
-Acide ascorbique (0,1%)
-Solution éther diéthylique.

» Procédé d’extraction : le but est d’extraire les tannins condensés et libres présent dans
les plantes fourrageres qui diffusent dans la phase liquide. Pour chacune des especes
fourrageres testées, des échantillons en double de 500 mg de matiere seche finement
broyée sont pesés dans des tubes de centrifugation de 50 ml (Falcon, USA) a fermeture a
vis. IIs sont extraits trois fois avec un mélange de 20 m1 (7: 3 v 'acétone / eau) contenant
0,1% d'acide ascorbique et de 10 ml d’éther diéthylique (4,7: 2,0: 3,3 v acétone/eau/ éther
diéthyle). Les tubes sont agités par un mélangeur vortex et centrifugés a 27000 g pendant
I5 minutes, pour séparer les phases liquides et solides. Les surnageants sont combinés
dans un ballon conique de 100 ml. A ce rapport de I'éther diéthylique a l'acétone et de
l'eau, une séparation en deux phases a lieu avec une phase supérieure / éther diéthylique et
de l'acétone combiné et une phase aqueuse inférieure. La phase supérieure est éliminée
par aspiration et jetée. La phase aqueuse, contenant les tannins condensés subit une

évaporation en Rota-vapeur a 40°C pour éliminer les traces de solvant, puis centrifugée a
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27000 g pour éliminer les débris non-tannins. Le surnageant est porté a 100 ml volume

total d'eau distillée et placé dans un récipient de stockage.
1.4.6.2. Extraction des tannins condensés liés aux protéines
» Réactifs : Solution de sodium dodecyl sulfate (SDS) (10g /1).

» Procédé d’extraction : Pour extraire les tannins liés aux protéines, 15 ml de solution SDS
(10g/1) sont ajoutés au résidu solide de la premiere extraction. Les tubes sont agités par un
mélangeur vortex et placés dans un bain-marie bouillant (100°C) pendant 45 min. Les
tubes sont enlevés, refroidis a température ambiante et centrifugés a 27000 g pendant 15
min, et le surnageant est versé dans un autre tube de centrifugeuse de 50 ml. Ce processus
est répété et les surnageants combinés et centrifugés a 27000 g pendant 15min pour
enlever les débris non-tannins. Le surnageant est porté a 100ml de volume par la solution

de SDS et placé dans un récipient de stockage.
1.4.6.3. Extraction des tanins condensés liés a la fibre
» Réactifs:

-Solution méthanol (800ml/I)

-n-butanol

» Procédé d’extraction : Le résidu de ’extraction de SDS est lavé et centrifugé avec deux
fois Sml de méthanol (800ml/I) et une fois avec du butanol, afin d’¢éliminer toute trace de
SDS. L’analyse de ces résidus en tannins représente la fraction de tannins liés a la fibre de

1’échantillon.
1.4.6.4. Analyse chimique

Cette analyse est faite selon la technique de (Porter et al., 1986), avec les

modifications de Makkar (2003) et 1’utilisation des tanins du quebracho comme standard.
» Réactifs

-n butanol (Biochem).

-Acide chlorhydrique concentré (37-38%) HCI (Biochem).

-Sulfate ferrique ammoniaque FeNH4 (SO4) 2.12H20 (Sigma).

=



Matériel et méthodes

-Standard: quebracho purifié.
» Préparation de solutions

-Solutions Butanol-HCI (95:5 v/v) : 950 ml du n-butanol sont mélangés avec 50 ml de HCI1
concentré (37-38%).

-Réactif Fer (2% de Sulfate Ferrique Ammoniaque en HCI 2N) : une solution HCI (2N) est
d’abord préparée avec 16,6 ml de HCI concentré dans une fiole jaugée de 100 ml, puis elle est

ajustée au trait de jauge. La solution est maintenue dans un flacon de verre foncé.
- Partie étalon: Préparation de la gamme standard Hagerman (1992)
» Réactif : Le solvant utilisé est une solution d'acétone a 70% (v/v).

» Préparation de la solution mere : 25 mg du quebracho purifié sont pesés dans une fiole
jaugée de 25 ml (on note le poids précis) et complétés au trait de jauge avec le solvant.
Afin de préparer la gamme étalon, des dilutions sont reprises a partir de cette solution

mere (Annexe 01).
> Partie essai

» Dans des tubes libellés et pourvus de bouchon, 250 ul sont pipetés des extraits (tannins
libres, lié aux protéines et li€s a la fibre) chaque type d’extrait appart et 250 pl du solvant

acétone, 70% sont ajoutés. Trois répétitions pour chaque tube sont réalisées.

» 3 ml du réactifs butanol-HCI et 0,1 ml de la solution Fer réactive sont ajoutés pour
chaque tube. Les tubes sont ensuite fermés a l'aide de bouchons et ils sont agités

vigoureusement.

» Les tubes sont réchauffés dans un bain d'eau en ébullition a 100°C pendant 60 min puis

refroidis a I’abri de la lumicre.
» Les absorbances respectives de ces solutions sont déterminées a 550 nm.
1.4.7. Etude de la Digestibilité selon Tilley and Terry

L’inoculum (Jus de rumen) est prélevé de quatre brebis adultes de race merinos, pesant
environ 50 kg et munies de canules permanentes (60mm de diametre). Les animaux sont
nourris au foin de luzerne (167g CP, 502g NDF, 355g ADF and 71g ADL kg'1 DM). Les

rations sont distribuées en deux repas égaux par jour, a des horaires fixes. L'eau et les

]
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vitamines sont disponibles ad libitum. La digestibilité in vitro de la matiere séche est
déterminée selon la procédure ANKOMDAISY (Ammar et al., 1999) et selon le protocole
proposé par Tilley and Terry (1963). Un milieu de culture contenant les solutions macro et
micro minérales est préparé selon les compositions décrites dans les tableaux (Annexe 02).
La solution de résazurine et la solution tampon bicarbonate sont préparées selon la procédure
décrite par Van Soest et al. (1966). Le milieu est maintenu a 39°C et saturée en CO,.
L'Oxygene du milieu est réduit par l'ajout d'une solution réductrice contenant de la cystéine-
HCl et du Na,S, selon la procédure décrite par Van Soest et al. (1966). Le mélange de couleur

bleu est chauffé jusqu'a virage de la couleur vers le rose.

La solution est barbotée avec un flux continu de CO,, ce qui entraine la réduction de la
salive artificielle, indiquée par le virage de la couleur du rose au transparent. A cette étape, le
jus de rumen est ajouté dans le milieu dans la proportion (1V/4V). 400 mg de substrat sec sont
pesés dans des sacs Daisy composés de fibres artificielles (taille de Scm x Scm, taille des
pores de 20 p). Quatre répétions sont réalisées pour chaque substrat. Ces sacs sont ensuite
thermo scellés avec un Heat sealer et placés dans des jarres d'incubation. Chaque jarre est un

récipient étanche en verre de 5L de capacité.

La jarre est fermée avec un couvercle en plastique muni d'une vanne unique de
maniere a éviter I'accumulation des gaz de fermentation. Chaque jarre d'incubation est remplie
avec 2 litres de jus de rumen tamponné. Les jarres sont ensuite placées a 39°C dans I'appareil
(Ankom Daisy II digestion system, ANKOM Technology Corp., Fairport, NY, USA) qui
permet une rotation continue afin de faciliter I'immersion effective des sacs Daisy dans la
solution ruminale. Apreés 48h d'incubation, les sacs sont retirés des jarres et lavés a ’eau
froide puis rincés abondamment avec de I’eau distillée. Ils sont ensuite soumis a une digestion
pepsine-HCI (2g pepsine/1000ml HCI, 0,1N), selon la procédure décrite par Tilley et Terry
(1963). Ils sont ensuite rincés a l'eau froide puis lavés a l'aide d'une machine a laver pendant
Smin. IIs sont alors pesés apres séchage dans une étuve a 100°C pendant 48h. Cette mesure
permet de calculer la digestibilité apparente in vitro (AIVD), selon la méthode originale de
Tilley et Terry (1963). La digestibilité apparente de la matiere seche organique des fourrages

est déterminée selon la formule:

-
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(MSi — MSr) — MSb
MSi

AIVD(%) = 100 *

Ou:

- MSi: prise d'essai sec introduite dans chaque batch,

- MSr: correspond a la matiere seche résiduelle apres fermentation,
- MSb : représente la moyenne du résidu sec du blanc.

1.4.8. Technique de production de gaz in vitro
1.4.8.1. Principe

La technique de production de gaz in vitro est une simulation de la dégradation des
aliments par la microflore du rumen. A l'origine, elle a été développée par Menke €t al,
(1979), dans des seringues de verre, remplacées au laboratoire par des seringues en plastique
(Arhab, 2006). La technique a ensuite été modifiée par Menke et Steingass (1988).
Theodoreau et al. (1994), par le remplacement des seringues par des flacons en verre. A la fin
de la fermentation, le gaz est mesuré a l'aide d'un pression-metre (Spec Scientific LTD.,
Scottsdale, AZ, USA) et une seringue graduée. C'est une technique simple et peu cofiteuse,
basée donc sur la mesure de la production de gaz (méthane et gaz carbonique), induit par la

production des acides gras volatils (Bliimmel et Orskov, 1993; Mould, 2003).

Dans notre étude, la fermentation est réalisée dans des flacons en verre (batch) de 120
ml de capacité (Theodoreau et al., 1994). Ce type de systeme permet I'accumulation des gaz
fermentaires dans l'atmosphere intérieure du flacon dont la pression est mesurée a différents
intervalles de temps a l'aide d'un pression metre. L'avantage majeur de 'utilisation de ce type

de systeme réside dans la facilité qu'il présente pour la détermination de la digestibilité réelle.
1.4.8.2. Estimation de I’énergie métabolisable

L’équation proposée par Menke et al, (1979) est utilisée pour le calcul de I’énergie
meétabolisable (EM) :

EM (MJ/kg MS) =2.20 + 0.136 GP + 0.057 CP

Avec GP est exprimée en ml et CP en g/lkg MS

-
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1.4.8.3. Analyse du méthane

La production de méthane est analysée par chromatographie en phase gazeuse (HP
5890 Hewlett Packard Series II gas chromatograph, Waldbronn, germany). La température du
four de I'injecteur est de 130°C, celle du four de la colonne est de 100°C et celle du détecteur
FID est de 120°C. La colonne est une colonne capillaire de 25 metres de longueur et de 0,2
mm de diametre intérieur (polyethylene glycol column), remplie avec une phase stationnaire
du type 60-80 mesh carboxen 1000. Le volume injecté varie de 100 a 200ul. Le gaz vecteur
est I’hélium (Pression 100 kPa). Le mode d’élution se fait a débit constant. La concentration
du gaz est déterminée par I'utilisation d’une courbe-étalon établie grice a un gaz standard
certifié (Alphagaz, N° 0735562.00). Apres 24h d'incubation, les flacons sont placés dans un
bain de glace afin d'interrompre la fermentation. Un systeme de seringues graduées munies
d’une valve est utilis¢ d’une part pour permettre la mesure de la pression en millilitre et,
d’autre part, pour permettre le prélévement d’un échantillon de gaz en vue de son analyse
chromatographique. Le volume du dioxyde de carbone est calculé par différence entre le gaz

total enregistré et le volume du méthane produit.
1.4.9. Analyses statistiques

Une analyse de la variance (Steel et Torrie, 1980) est réalisée sur les données de la
composition chimique, les fractions pariétales, les tannins condensés, les parametres de
fermentation in vitro et la digestibilité de Tilley et Terry, avec prise en compte de la saison de
collecte comme source de variation pour les trois plantes fourragere étudiées. Le test de
comparaison multiple de Tukey's est utilis€ pour déterminer la moyenne qui differe du reste
du groupe. Elles sont considérées significativement différentes pour une valeur de probabilité

(P< 0,05).
2. Effet de trois plantes médicinales sur la production de méthane in vitro
2.1. Introduction

Le méthane est un puissant gaz a effet de serre produit notamment dans le rumen du
bétail pendant le processus normal de la digestion des aliments. D’un point de vue
nutritionnel, le méthane (CH4) est un sous-produit des fermentations des aliments ayant lieu
dans le premier compartiment digestif, le rumen. Le méthane produit dans le rumen est
relaché par le ruminant dans 1’atmosphére par éructation (55 %), respiration (25 %) et

flatulences (20 %). Cette élimination est une perte significative d’énergie pour le ruminant et

-
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elle contribue largement a [’aggravation du probleme général de 1’effet de serre

atmosphérique.

Le méthane de la fermentation ruminale peut étre diminuée jusqu'a 25% avec des
antibiotiques, en particulier les ionophores qui inhibent les especes bactériennes productrices
d’hydrogene et donc limitant I’alimentation des Archées méthanogenes en hydrogene.
Cependant, l'utilisation d'ionophores comme additifs alimentaires a été interdite, ce qui
impose la recherche d’autres alternatives a 1’utilisation des antibiotiques dans 1’alimentation
des ruminants mais avec un potentiel de réduction de la production de méthane et plutot de
réorientation du processus fermentaire vers la production d’AGV’s et d’autres métabolites

énergétiquement valorisables par le ruminant.

Les plantes et leurs extraits avec des concentrations élevées de composés secondaires
semblent €tre aussi des candidats potentiels pour réduire la méthanogénese ruminale. A cet
effet, plusieurs plantes ont été étudiés en tant que sources potentielles d'alimentation (Soliva
et al., 2008 ; Abdellah et al., 2012). Des études avec ces plantes et leurs extraits bioactifs ont
confirmé un impact sur le modele de fermentation ruminal et donc leur aptitude a modifier la

méthanogénese (Bodas et al., 2008; Garcia-Gonzalez et al., 2008; Rira et al., 2015).

Dans ce contexte, notre travail a pour objectif de faire un screening de trois plantes
médicinales, connues par leur richesse en composés secondaire ayant un effet toxique avéré

sur différents types de microorganismes.
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Tableau 07: Caractéristiques botaniques et phénotypiques de plantes médicinales médicinales étudiées

Caractéristiques

Nom Latin Nom Arabe
Nigella sativa Sinouj, Sanouz, Shunez,
Habbah sauda
Rosmarinus Iklil Aljabal
Officinalis L.

Zingiber Officinale  Skenjbir Zanjabil

La graine de nigelle, originaire d’ Asie occidentale, est une plante herbacée, annuelle, a tige dressée, cotelée,
anguleuse et rameuse d’une soixantaine de centimétres de hauteur, portant des feuilles inférieurs pétiolées et
des feuilles supérieurs sessiles. Les pétales des fleurs sont petits, blanches et mélées de bleu. Les pétales
sont au nombre de cing et présentent une tache verte au sommet. Le fruit est une capsule largement ovoide
et couverte de tubercules granuleux. Il est formé de 3 a 6 carpelles soudées entre elles et renferment des
graines noires triangulaires et ridées transversalement (Benhaddou-Andaloussi, 2009).

Le romarin est un arbrisseau de la famille des labiées, peut atteindre jusqu’a 1,5 métre de hauteur, il est
facilement reconnaissable en toute saison a ses feuilles persistantes sans pétiole, coriaces beaucoup plus
longues que larges, aux bords légerement enroulés, vert sombre luisant sur le dessus, blanchitres en
dessous. La floraison commence dés le mois de février (ou janvier parfois) et se poursuit jusqu’au avril —
mai. La couleur des fleurs varie du bleu pale au violet (on trouve plus rarement la variété a fleurs blanches
Rosmarinus officinalisalbiflorus). Le calice velu a dents bordées de blanc, elles portent deux étamines ayant
une petite dent vers leur base .Comme pour la plupart des Lamiacées, le fruit est un tetrakéne (Tormal et al.,
2014)

Le gingembre est une plante vivace tropicale herbacée, a port de roseau, qui mesure jusqu'a 3 m de haut
(Faivre et al., 2006). La partie souterraine utilisée est le rhizome, celui-ci se divise dans un seul plan et il est
constitué de tubercules globuleux ramifiés (Gigon, 2012). Le rhizome est noueux et parfumé, peau beige
pale, chair jaune pale juteuse et parfumée. Il devient de plus en plus fibreux avec I'dge, couvert de feuilles
écailleuses et pourvu a sa partie inférieure de racines cylindriques. Ses feuilles sont persistantes bisériées,
longues, étroites, lancéolées, pointues et longues de 20 cm. Elle posséde deux sortes de tiges : tiges hautes
stériles servant a 1'assimilation chlorophyllienne et des tiges plus courtes (20 cm environ) portant des fleurs
irrégulieres en épi (Krim, 2014).




Matériel et méthodes

Nigella sativa (Site internet N° 2) Rosmarinus Officinalis L. (Site internet N° 3)

Zingiber Officinale (Site internet N° 4)

Figurel3: Description phénotypique de plantes médicinales étudiées

=
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2.2. Le matériel végétal

Trois plantes médicinales font 1’objet de notre étude. La nigelle, de son nom
scientifique Nigella sativa, ou cumin noir est une plante annuelle de la famille des
Renonculacées, elle est originaire du sud-ouest de 1'Asie. Les graines sont utilisées comme
remede traditionnel ou comme épice dans de nombreux pays du monde (particuliecrement dans
le monde musulman). Le romarin du nom scientifique Rosmarinus Officinalis est utilisé pour
le traitement et la prévention de nombreuses maladies. Il recele de nombreux composés
organiques dont les roles sont tres diversifiés. Entre autres, il contient différentes essences
dont le pinene, le camphene et le bornéol. La troisieme plante est le gingembre, nom
scientifique Zingiber Officinale, d'origine asiatique, le gingembre est connu depuis l'antiquité

pour son rhizome aromatique aux mille vertus, aussi bien condimentaires que thérapeutiques.

Les trois plantes étudiées sont prélevées aupres des herboristes dans la wilaya de
M’sila, séchées puis broyées avec un broyeur a marteaux puis passées par un tamis de Ilmm
de diametre. Les plantes broyées sont stockées a 1’abri de la lumiere dans des bouteilles en

plastiques.

Les plantes médicinales étudiées ainsi que le milieu de base formulé font 1’objet
d’analyses chimiques de leur composition pariétale, en utilisant les méthodes classiques de
I’AOAC. La matiere organique (la méthode ID 942.05), I’azote total par D’appareil de
Kjeldhal (méthode ID 984.13) et la détermination des composés de la paroi végétale est

réalisée selon le procédé décrit par Van Soest et al, (1991).
2.3. Inoculum

Le jus de rumen, utilis€ comme inoculum, est prélevé de six moutons de race Mérinos
d'age mir (49,4 + poids 4,23 kg) équipés d'une canule ruminale de 60mm de diametre. Les
animaux sont nourris avec 1 kg de foin de luzerne (composition /kg de MS seche: 167 g CP,
502 g NDF, ADF 355 g, 71 g ADL), une fois par jour avec acces libre a 1'eau, aux minéraux et
vitamines. Le liquide ruminal (phase solide plus phase liquide) est prélevé avant le repas du
matin et transféré dans des bouteilles thermos préalablement chauffées a 39°C et saturées en
CO,. Au laboratoire, le liquide ruminal des moutons est bien mélangé, puis filtré a travers
quatre couches de (gaze) de type Mousline et barboté avec du CO, a 39°C. Toute la

manipulation est réalisée sous un flux constant de CO,.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Plante_annuelle
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ranunculaceae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Asie
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89pice
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2.4. Fermentation in vitro

Les effets des échantillons de plantes étudiés ont été examinés in vitro en utilisant des
cultures mixtes de microorganismes du rumen. Le substrat de base utilisé pour les cultures en
discontinu est un mélange de foin de luzerne (500g/ g), du foin (400g/kg) et le grain d'orge
(100g/kg) qui a été broyé pour passer un tamis de Imm. La teneur en matiere organique, NDF

et les protéines brutes étaient 921, 450 et 133 g/ kg de matiere seche (MS), respectivement.

Les incubations ont été réalisées dans des flacons en verre (batch) de 120 ml de
capacité dans lesquelles 500mg de matiere seche de substrat de base et 50 mg de chaque
plante ont été pesé. Ensuite, chaque flacon regoit 50ml du liquide ruminal dilué (10ml du jus
de rumen et 40ml de salive artificielle, préparée selon Menke et Steingas (1988). Les flacons
sont ensuite fermés avec des bouchons en butyl, puis sertis avec une capsule en aluminium.
Les flacons sont secoués et placés dans l'incubateur a 39°C. Les bouteilles sont ensuite
laissées dans une étuve a 39°C pendant 24h. Les incubations sont réalisées en trois séries en
employant trois jus de rumen différents. Chaque jus de rumen provient de deux animaux.
Chaque série est réalisée en deux répétitions (deux flacons/substrat/jus de rumen). Soit 6
répétitions pour chaque échantillon. Afin de faire les corrections nécessaires, des flacons
témoins (control négatif) sont aussi incubés. Pour cela, six flacons ne contenant que
lI'inoculum liquide du rumen sont incubés pour étre utilisés pour déterminer la production de
gaz en l'absence de substrat et 1’utiliser en compensation des flacons contenant le substrat
étudié ainsi que six flacons contenant 50 mg d’un antibiotique Monensin connu pour son effet
de réduction sur le méthane (MON ; M5273 Sigma-Aldrich Chemical, St Louis, MO, USA)

comme control positif .

Apres 24h d'incubation, les flacons sont placés dans un bain marie réglé a 39°C pour
mesurer la pression de gaz (Theodorou et al., 1994) a l'aide d'un Pression-métre (Figure. 14)
muni d'une sonde (Delta Ohm DTP704-2BGI, Herter Instruments SL, Barcelona). Un systeéme
de seringues graduées munies d’une valve est utilisé d’une part pour permettre la mesure de la
pression en millilitre et, d’autre part, pour permettre le prélévement d’un échantillon de gaz en

vue de son analyse chromatographique pour déterminer le volume de méthane produit.

Par la suite, les bouteilles sont placées dans un bain a glace afin d'interrompre la
fermentation et sont ouverts pour mesurer le pH de leur contenu a I’aide d’un pH-metre (pH

metre HI 4521-02). Apres refroidissement et dans des tubes Ependorff de 2 ml, préalablement
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libellées, 0,5ml de la solution étalon interne et 0,8ml de la solution de jus de rumen sont

introduits et conservés dans le congélateur pour le dosage ultérieur des AGV.

A la fin des incubations, les contenus des flacons sont filtrés sous vide en creusets de

verre fritté, préalablement tarés puis séchés a 105°C pendant 48 heures, afin d'estimer le

potentiel de disparition de la matiere seche.

Figure 14 : Pression metre
2.5. Dosage et calcules
2.5.1. Acides Gras Volatils

Les acides gras volatils détectés sont I’acide acétique (C,), I’acide propionique (Cs) et
’acide butyrique (Cy). Ils sont dosés par chromatographie en phase gazeuse. Les échantillons
sont d’abord décongel€s et subissent une premiere centrifugation de 15min a 4000 tr/min afin
d’¢liminer les €léments grossiers de I’échantillon. Ensuite, 1ml du surnageant obtenu est
mélangé a 200u1 d’acide métaphosphorique pour le déprotéiner. Une deuxiéme centrifugation
de 15min est réalisée a 20000g, (élimination des particules fines : mitochondries, lysosomes,
...). Enfin, 100ul de ce surnageant sont dilués dans 900ul d’eau distillée et mélangés a 75ul

de solution étalon (témoin de passage).

La composition et les concentrations des acides gras volatils, présents dans le jus de
rumen sont déterminés par chromatographie en phase gaz de type gaz-liquide, muni d'un
injecteur automatique (SHIMADZU AOC-201), Jouany (1982). Le type du détecteur est a
ionisation de flamme (FID). Contrairement au TCD (détecteur a conductibilité thermique) ou
on emploie un seul gaz (gaz vecteur), le détecteur FID exige I'utilisation de trois gaz. Un gaz

vecteur (phase mobile), généralement 1'azote ou I'hélium, un gaz carburant (I'hydrogene) et un

-
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gaz comburant (air). La spécificité du FID est que I'échantillon briile dans une flamme. Pour
cela, 1'échantillon doit étre obligatoirement organique. Les AGV sont séparés selon leur
coefficient de partage entre la phase mobile et la phase stationnaire. La méthode de dosage
choisie est celle de 1'étalon interne (Harvey, 2005). Cette technique exige 1'introduction d'une
certaine quantité de 1'étalon interne a la fois a la partie étalon et a la partie essai. De ce fait,
cette méthode donne des résultats beaucoup plus fiables que la méthode de I'étalon externe qui
requiert seulement deux surfaces (surface étalon et surface de 1'échantillon). En effet, avec la
méthode de 1'étalon interne, on utilise pour le calcul des concentrations des AGV quatre
surfaces : surface de 1'étalon interne (dans la partie étalon), surface du standard dans la partie
étalon), surface de 1'étalon interne (dans la partie essai), surface de 1'échantillon. L'étalon

interne utilisé est 1'acide crotonique (Annexe 03).
2.5.2. Analyse du méthane

La production de méthane est analysée par chromatographie en phase gaz
(SHUMADZU GC-14B) selon la technique de Van Nevel et al, (1970). La température du
four de l'injecteur est de 130°C, celle du four de la colonne est de 100°C et celle du détecteur
FID est de 120°C. La colonne est une colonne capillaire de 23 metres de longueur et de 2,1
mm de diametre intérieur (stainless steel column), remplie d’une phase stationnaire du type
60-80 mesh carboxen 1000. Le volume injecté varie de 100 a 200 pl. Le gaz vecteur est
I’hélium (Pression 100 kPa). Le mode d’¢lution se fait a débit constant. La concentration du
gaz est déterminée par utilisation d’une courbe étalon, établie grace a un gaz standard certifié

(Alphagaz, N° 0735562.00).
2.5.3. Dosage de I’azote ammoniacal

L’azote ammoniacal est dosé par colorimétrie, selon la méthode décrite par
Weatherburn (Weatherburn, 1967) basée sur la réaction de Berthelot. L’ion ammonium (NHj3)
se fixe en position para sur une molécule de salicylate de sodium, en présence du chlore en
milieu alcalin (10,5<pH<12,5). La réaction est catalysée par le nitroprussiate de sodium. Il se
forme alors une coloration bleue en présence d’une molécule para-aminée et d’une molécule
de salicylate de sodium. Le complexe formé, de type indophénol, est mesuré par

spectrophotométrie a 660 nm.

]
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2.6. Analyse statistique

La Comparaison des différents parametres mésusés dans le test de dépistage est établie
par le test t de Student (Steel et Torrie, 1980) entre la valeur moyenne des six bouteilles
contenant des especes végétales et la valeur moyenne des bouteilles témoins incubées dans le
méme lot. Les effets de chaque additif végétal sur un parametre de fermentation (par exemple,
a partir de la différence témoin) est l'augmentation relative (positive) ou une diminution

(négatif) par rapport a la valeur moyenne des témoins utilisés dans la méme série

d’incubation.
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Résultats et Discussions

1. Effet de la saison de collecte sur la valeur nutritive

1.1. Effet de la saison de collecte sur la valeur nutritive, la production de méthane et la

teneur en tannins condensés de I’Atriplex canescens
1.1.1. La composition chimique et les tannins condensés

Tableau 8 : Composition chimiques (g/kg MS) d’Atriplex canescens collecté sur trois saisons

Saisons de collecte
Nutriments Hiver Printemps Eté SEM Signification
PB 200,89 167,68 171,08 5,553 sk
NDF 400,75 352,49° 282,19 18,01 ok
ADF 172,70 152,17 101,19 11,28 ok
ADL 64,06 63,75 47,05° 2,834 ok
Hémi 228,05 229,28 181,00 11,01 otk
MM 197,3¢ 2438 212,00 6,859 otk
EE 12,65° 12,18° 12,42 0,589 ok
TCL 12,56 12,18 12,42 0,119 NS
TCLP 2,14® 4,69* 1,71° 0,625 otk
TCLF 20,46 12,23 12,91° 1,669 ok
TCT 35,16" 29,10 27,04° 1,511 e

ADF: Acid Detergent Fibre; ADL: Acid Detergent Lignin; EE : Extrait Ethéré ; Hémi: Hemicellulose; MM :
Matiere Minérale ; PB : Protéines Brutes; NDF: Neutral Detergent Fibre; NS : Non Significative ; SEM: Erreur
Standard des Moyennes ; TCL : Tannins Condensés Libres ; TCLP : Tannins Condensés Liés a la Protéine ;

TCLF : Tannins Condensé Liés a la Fibre ; TCT : Tannins Condensés Totaux.

a, b, c, moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distincts (P < 0,05).

La composition chimique globale, dont les tannins condensés, de Atriplex canescens

(ATCA) sont présentés dans le tableau 8. Comme attendu, il y a des différences significatives
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(P <0,05) entre les trois saisons de croissance dans tous les composants chimiques de 'ACTA,
sauf en tannins condensés libres. Le contenu en PB est plus faible (P <0,05) au printemps
(167,68 g / kg MS) et en été (171,08 g / kg MS), comparativement a sa valeur en hiver
(200,89 g / kg MS). L’ATCA a des teneurs plus élevées (P <0,05) en NDF, ADF, ADL et
HCL en hiver et au printemps, par rapport aux valeurs obtenues pour I’été. Pour toutes les
saisons, les tannins condensés et le contenu en EE sont généralement faibles, alors que la
teneur en cendres est extrémement élevée (P <0,05), avec (243,8 g / kg MS) a la fois au

printemps et (197,3 g/ kg MS) en hiver.

La réduction de la teneur en PB de I'ACTA en été, par rapport a I'hiver, est compatible
avec d'autres études. Par exemple, le niveau de PB, EE et de 'ENF diminue tandis que CF le
contenu en cendres et la MS augmente de la saison des pluies a la saison seéche (El Shaer,
2010). Toutefois, le contenu en PB de ' ACTA restent relativement élevés (171,08 g / kg MS)
en été, ce qui suggere la possibilité que I'ACTA peut étre utilis€ comme fourrage de saison
seche et / ou comme aliments complémentaire aux régimes de faible valeur nutritive. En plus,
les valeurs de la teneur en PB obtenues restent supérieures au minimum en PB aux 7%
nécessaires aux ruminants, requis pour fournir 1’ammoniac de croissance des
microorganismes du rumen. Selon les travaux de Paterson et al, (1996), les fourrages aux
teneurs en matiere azoté inférieures a 70 mg/g de MS exigent une supplémentation azotée
pour améliorer leur ingestion par les ruminants. Norton et al, (2003) notent que ce type de
fourrage ne peut pas fournir les minima d’azote nécessaires au microbiote ruminal pour
assurer une activité métabolique maximum. D’apres Cabiddu et al, (2000), la plupart des
plantes arbustives fourrageres du pourtour méditerranéen ont une faible valeur nutritive, a

cause, entre autre, d’une teneur faible en PB.

Les contenus en PB obtenus dans la présente étude sont comparables a ceux de Van
Niekerk et al. (2009) qui ont observé que le taux de PB variaient de 187 g / kg MS a 206 g /
kg MS en ATCA, avec des prélevements sur deux régions différentes. Cependant, Mellado et
al, (2012) ont rapporté des valeurs de 141, 172 et 146 g / kg / MS, respectivement pour le
printemps, 1’été et I’automne. L'augmentation des niveaux de PB mesurés pendant l'hiver est
probablement due a I’augmentation des niveaux d'humidité du sol, suite aux petites pluies

enregistrées durant cette saison (Johnson et al., 1998).

La diminution marquée de 1'ADF, NDF, ADL et HCL de l'hiver a I'été peut étre

expliquée par 1'évolution dans le stade de maturité de 'ACTA, ou la floraison se produit
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généralement entre Mai et Septembre. Cette période peut varier, cependant, avec le génotype
et I'emplacement (Hamilton et Hamilton, 2003). Le niveau élevé de la teneur en fibres dans
I'ACTA pourrait étre expliqué en partie par les conditions environnementales dans la région
de Bousaada, ou des températures élevées et de faibles précipitations ont tendance a
augmenter la fraction de la paroi cellulaire et de diminuer la teneur soluble des plantes
(Pascual et al. , 2000). Nos valeurs sont similaires a celles d’autres plantes fourrageres
(Salem et al., 2000;. Boufennara et al, 2012;. Bouazza et al, 2012), avec quelques différences
entre toutes les études, certainement engendrées par les différentes proportions de feuillage et
de tiges dans les échantillons et les différentes étapes phénologiques des plantes lors de
I'échantillonnage. La teneur en paroi cellulaire dans les arbustes fourragers est négativement
corrélée a 'appétence, a la consommation volontaire de la matiere seche et a sa digestibilité

potentiel (Kaito et al., 1998; Larbi et al., 1998).

Les tannins condensés dans les fourrages jouent un rdle important mais dépendant de
leur quantité. D’une part, en faible quantité (2-3% de MS) ils peuvent avoir un effet bénéfique
puisque leur niveau dans les régimes empéche la dégradation extensive des protéines par la
formation de complexes protéine-tannins (Barry, 1987). D'autre part, un niveau élevé de
tannins (5% de la MS) dans l'alimentation des ruminants peut entrainer 1’indigestion des
protéines en raison de la formation excessive de complexes tannins-protéines (Kumar et

Singh, 1984; Kaplan et al, 2014).

Comme le montre le tableau 8, les tannins condensés enregistrés durant les trois
saisons de collecte sont d’une faible ampleur. Par conséquent, peu de tannins condensés dans
I’ATCA semblent avoir un potentiel d'effet bénéfique lorsqu'ils sont inclus dans I'alimentation
des ruminants car ils peuvent augmenter le taux de protéines brutes qui échappent a la
dégradation dans le rumen sans pour autant diminuer la digestibilité des plantes fourrageres.
En outre, le manque de techniques de laboratoire précises et fiables et des composés a utiliser
comme normes pour la réalisation des courbes d’étalonnage pour le dosage des différents
tannins, sont des difficultés majeures dans leur analyse, des tannins condensés en particulier.
En effet, les méthodes colorimétriques doivent étre utilisées avec prudence lors des dosages
quantitatifs. Les différences entre nos valeurs de tanins et celles rapportées dans la littérature
(Boufennara et al, 2012; Bouazza et al, 2012) pourraient étre dues a la nature des tests

utilisés, a la nature diverse des tannins dans les différentes especes fourrageres, aux normes
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utilisées pour la quantification, au stade de croissance de la plante et a l'influence des

conditions pédologiques et climatiques (Rubanza et al., 2005).

Le tableau 9 indique que la saison de collecte a un effet significatif sur la production
de gaz, la production de méthane, ’'IVD.TT et la ME. La production de gaz et le méthane a 24
heures d'incubation varient de 47 a 67,66 ml et de 4,67 a 8,70 ml, respectivement et diminuent
de facon significative (P <0,05) au printemps. Le IVD.TT et la ME d'ATCA varient de 73.05
et de 79.34% et 9.65 et 12.38 MJ / kg MS, respectivement. La baisse marquée de la
production de gaz, la production de méthane, la ME et 'IVD-TT au printemps sont
étroitement associées a une augmentation des teneurs en fractions cellulaires moins
digestibles (NDF et ADF) mais aussi a une diminution remarquable en PB de I'ACTA. La
production de gaz apres 24 heures d’incubation est plus élevée en été et en hiver (p <0,05),
par rapport au printemps et en accord avec la concentration en parois cellulaires. En effet, la
production de gaz est étroitement associée a la quantité de substrat fermentescible dans les
régimes alimentaires. Conformément a notre résultat, Haddi et al, (2003) ont rapporté des
différences significatives dans la PG a 24h entre les cinq arbustes halophytes, y compris

Atriplex halimus, Salsola vermiculata et Sueada mollis.

Tableau 9: Les parametres de fermentation d’Atriplex canescens PG 24H (ml/g) le méthane

(ml/g) IVD-TT (%) et EM (MJ/kg MS)

Parametres de Saisons de collecte

fermentation Hiver Printemps Eté SEM Signification
PG24h (ml/g) 60,50° 47,00 67,66 6,336 otk
CH, 24h (ml/g) 8,70° 4,67° 7,94° 0,6631 ek
IVD-TT (%) 73,05° 74,05° 79,34° 0,9246 otk
EM (MJ/kg MS) 11,58 9,65" 12,38° 0,4643 ok

a, b, ¢ Row means with common superscripts do not differ (P<0.05); E.S.M: erreur standard moyenne; PG24: la
production de gaz 24 heure ( ml/g), CHy: la production de méthane a 24 heure ( ml/g), IVD-TT: la digestibilité
in vitro de Tilley et Terry (%), EM: énergie métbolisable (MJ/kg MS).

a, b, ¢, moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distincts (P < 0,05).
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1.1.2. Fermentation et production de méthane in vitro

Le méthane est 1'un des gaz a effet de serre les plus puissants et il contribue de maniere
significative a la pollution de I'environnement. L'élevage contribue a environ 20% (microbiote
ruminal et fermentation des déchets d’origine animale). Selon Lopez et al, (2010), le potentiel
de réduction du méthane de tout aliment peut étre estimé a partir du pourcentage de méthane
dans la production de gaz in vitro et les aliments peuvent étre divisés en trois groupes : a
faible potentiel (% de méthane dans le gaz entre> 11% et <14%), a potentiel modéré (% de
méthane dans le gaz entre> 6% et <11%), a fort potentiel (% de méthane dans le gaz entre>
0% et <6%) (Kaplan et al., 2014). Par conséquent, I’ATCA a un faible potentiel de réduction
du méthane puisque son pourcentage pour les trois saisons de collecte est estimé entre 11 et
14%. Les différences entre I’ATCA durant les trois saisons refletent les différences observées
dans les concentrations ADF, NDF, HCL et ADL. Elles pourraient également se rapporter a
des différences dans les concentrations des composés secondaires tels que des tannins dans le
fourrage (Nsahlai et al., 1994; Ventura et al., 2004), ainsi que des différences dans la

configuration des polysaccharides de la paroi cellulaire.

1.2. Effet de la saison de collecte sur la valeur nutritive, la production de méthane et la

teneur en tannins condensés d’Astragalus gombo
1.2.1. La composition chimique et les tannins condensés

Tableau 10 : Composition chimiques (g/kg MS) d’Astragalus gombo collecté sur trois

saisons

La composition chimique et les teneurs en tanins condensés d’Astragalus gombo
(ASGO), collecté sur trois saisons, sont présentés dans le tableau 10. On y observe des
variations significatives (p < 0,05) entre les trois saisons de collecte dans tous les composants
chimiques d’ASGO, sauf en tannins condensés liés aux protéines (TCLP). La plante étudiée
présente des valeurs de PB tres variables. Le taux le plus faible de PB est noté chez ASGO
collecté durant 1’été avec une valeur de 165, 52 g/kg MS, alors que la valeur la plus élevée est
enregistrée chez ASGO prélevé en hiver (284,70 g/kg MS). Beaucoup de fourrages
méditerranéens ont une faible valeur nutritive et ne jouent pas habituellement un role
important en production animale pour cette raison mais aussi pour d’autres facteurs, comme la

teneur basse en PB (protéines brutes totales) de quelques especes arbustives (Cabiddu et al.,

%
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2000). La teneur en PB des fourrages est plus élevée que le niveau minimum de 7-8% MS

requis pour un fonctionnement normal du rumen et une alimentation considérés convenable

des ruminants (Van Soest, 1994).

Saisons de collecte
Nutriments Hiver Printemps Eté SEM Signification
PB 284,70 206,99 165,52° 6,643 ok
NDF 435,87% 456,32° 414,64° 15.25 ok
ADF 303,08" 306,20 263,33° 12.15 e
ADL 131,29° 48.67° 64,73 2.565 ok
Hémi 132,78° 150,21° 151,30° 8,15 e
MM 200,88" 100,32° 140,47 5,175 e
EE 9,31° 18,54 24,70 0,456 ok
TCL 13,91° 12,50 12,68" 0,125 sk
TCLP 1,60 1,49 1,55 0,130 NS
TCLF 8,46 5,01° 3,87° 0,185 ok
TCT 24,20 19,01° 18,63" 0,982 ok

ADF: Acid Detergent Fibre; ADL: Acid Detergent Lignin; EE : Extrait Ethéré ; Hémi: Hemicellulose; MM :

Matiere Minérale ; PB : Protéines Brutes; NDF: Neutral Detergent Fibre; NS : Non Significative ; SEM: Erreur

Standard des Moyennes ; TCL : Tannins Condensés Libres ; TCLP : Tannins Condensés Liés a la Protéine ;

TCLF : Tannins Condensé Liés a la Fibre ; TCT : Tannins Condensés Totaux.

a, b, c, moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distincts (P < 0,05).

Le faible contenu en PB dans ASGO prélevé 1’été peut résulter des proportions

élevées de feuilles mires dans I'échantillon. En effet, les fourrages 1égumineux et les arbustes

sont employés pendant des années comme aliments pour le bétail dans beaucoup de régions

du monde, principalement en raison de leur haute teneur en valeur protéique (Tolera et al.,
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1997; Ammar et al., 2004). Cette caractéristique peut étre attribuée a la faculté de ces
fourrages a fixer l'azote atmosphérique grace aux apports des Rhizobia associés a leurs

nodosités.

Cependant, une grande différence en PB a été notée entre les trois fractions d’ASGO
étudiées, probablement dues aux différences dans I’accumulation de I’azote durant les stades
de croissance car la récolte a été réalisée sur trois saisons completement différentes. Ceci dit
et compte tenu du contenu ¢élevé en PB, 'utilisation de cette 1égumineuse est indiquée comme
supplément protéique aux fourrages de mauvaise qualité et aux sous-produits fibreux. Mais
cette proposition devrait €tre envisagée avec précaution car la digestibilité de 1’azote est

dépendante des composés phénoliques et en particuliers, les tannins. (Tolera et al., 1997).

Toutefois, la teneur élevée en PB de certains fourrages doit €tre considérée avec
précaution car elle peut se révéler en parametre trompeur, du fait que toutes les protéines sont
en principe dégradées mais les facteurs anti-nutritifs peuvent réduire leur disponibilité en
dessous de la concentration nécessaire. Par conséquent, la teneur en matiere azotée ne devrait
pas étre le seul critere pour juger des caractéristiques d'une plante fourragere. En effet, des
résultats obtenus par quelques auteurs (Waghorn et al., 1994; Arhab, 2006) indiquent que la
réactivité, la structure, le poids moléculaire des végétaux et les interactions de leurs différents
métabolites secondaires sont plus importants que les niveaux contenus dans la détermination
de l'aptitude d’une espece végétale donnée comme complément protéique (Boufennara et al.,

2012).

Globalement, la composition de la fraction pariétale de ’ASGO sur les trois saisons
présente une composition tres différente (P<0,05). La fraction qui représente la paroi totale
(cellulose + hémicellulose + lignine) NDF varie entre 414,64 et 456,32 g/Kg MS. La teneur la
plus élevée est notée pour I’ASGO collecté pendant I’hiver et la plus faible pour I’été. Ces
teneurs sont comparables aux valeurs de la fraction pariétale rapportées par Larbi et al, (1998)
pour des fourrages tropicaux (542 g/kg MS), par Ammar et al. (2005) pour des fourrages
méditerranéens (383-572 g/kg MS), par Gasmi-Boubaker et al. (2005) pour des fourrages
tunisiens collectés des zones arides (360-551 g/kg MS) et Salem er al. (2006) pour des
fourrages autochtones des zones arides égyptiennes (368-651 g/kg MS). Cependant, ces
mémes valeurs sont inférieures a celles de plusieurs auteurs (Bahman et al., 1997; Genin et
al., 2004), elles restent approximativement identiques aux mesures de Pascual et al. (2000).
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Les différences observées dans nos échantillons pourraient s’expliquer par les
conditions environnementales régnant dans la région d’étude : haute température et faibles
précipitations. En effet, Pascual et al, (2000) indiquent que les mémes parametres tendent a

augmenter la fraction pariétale (NDF) et a diminuer le contenu soluble des végétaux.

La teneur en MM de I’ASGO présente une variation significative en fonction de la
période de récolte. La plus faible teneur est observée au printemps et en été, avec des
fourchettes allant de 100,32 a 200,88 (g/kg MS). Selon Spear (1994). La concentration des
€léments minéraux dans les plantes varie aussi fortement avec le type de sol, le climat, le
stade de maturité et la saison de récolte. En plus de ces facteurs et dans notre cas, I’éventuelle
contamination des parties aériennes par la silice peut aussi expliquer ces taux élevés de MM
(Boufennara, 2012). De plus, le développement du systeéme racinaire est considéré comme un
des facteurs déterminants de la variation intra et interspécifique de la tolérance a la secheresse
et par conséquent de la variabilité des teneurs en MM (Dione, 1991 ; Traore, 1998). En effet,
des especes, comme ASGO, possedent un systeme racinaire tres ramifié permettant un plus
grand contact avec le sol et par conséquent une plus grande surface d’échanges. La perte des
feuilles pendant la saison séche est également un facteur d’une meilleure adaptation aux

conditions difficiles de sécheresse (Traore, 1998).

Cette étude montre également que les teneurs en tannins varient en fonction de la
saison de récolte (P < 0,05). De faibles teneurs en tannins condensés totaux sont enregistrées
avec de faibles variations d’une saison a I’autre. Globalement, les tannins varient de 19,01 a
24,20 (g/lkg MS). Ces différences en concentration peuvent €tre attribuées a la saison de
collecte (Makkar et al., 2007). Les variations saisonni¢res en polyphénols, d’une maniere
générale, suivent des modeles différents pour chaque espece végétale (Hagerman, 1992).
Vaithiyanathan et Singh (1989) rapportent que les feuilles de diverses especes d'arbres
répondent différemment aux variations saisonnieres, de par leur teneur en tannins. Certaines

especes montrent une augmentation de la teneur en tannins en €té et d’autres en hiver.

Le stress hydrique induit des augmentations de teneur en tannins condensés (Anuraga
et al., 1993) mais la répartition entre les tannins libres et liés ou non aux protéines dépend du
stress subi durant la croissance de la plante (Iason et al., 1995). Il existe aussi une relation
positive entre I’intensit¢ lumineuse et la quantité de polyphénols produits par une plante

(Mole et Waterman 1987). Lees et al, (1994) observent une augmentation de la teneur en
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tannins condensés dans le Lotier pédonculé Cav. (Lotus uliginosus) quand la température est

de 30°C, comparée a 20°C, alors qu’il n’en est pas de méme pour le Lotier corniculé.

Les variations entre les différentes fractions des tannins peuvent étre liées non
seulement aux saisons de collecte elles mémes mais aussi a la méthode d'analyse. Avec des
plantes riches en tannins, une difficulté majeure est le manque de techniques de laboratoire
précises pour leurs dosages (Palmer et Mc Sweeney, 2000). Les méthodes colorimétriques
doivent étre utilisées avec prudence, car elles ne donnent pas un dosage quantitatif précis. Les
différences entre les valeurs observées et celles de la littérature, concernant les concentrations
en tannins, pourraient résulter de la nature des tests utilisés, de la nature des tannins dosés
dans les différentes especes fourrageres, du stade de croissance mais également de 1'influence

des facteurs édaphiques et climatiques (Rubanza et al., 2005).

1.2.2. Fermentation et Production de méthane in vitro

Tableau 11: Parametres de fermentation d’Astragalus gombo PG 24h (ml/g) le méthane
(ml/g) IVD-TT (%) et EM (Ml/kg MS)

Parametres de Saisons de collecte

fermentation Hiver Printemps Eté SEM Signification
PG24h (ml/g) 68,50" 50,83" 70,33" 5.263 otk
CH,4 24h (ml/g) 9,70° 5.68 8.65" 0,785 otk
IVD-TT (%) 67,24 60,88" 60,43 1,256 ok
EM (MJ/kg MS) 12,70° 8,90 13,45° 0,350 otk

a, b, ¢ Row means with common superscripts do not differ (P<0.05); E.S.M: erreur standard moyenne; PG24: la

production de gaz 24 heure ( ml/g), CHy: la production de méthane a 24 heure ( ml/g), IVD-TT: la digestibilité
in vitro de Tilley et Terry (%), EM: énergie métbolisable (MI/kg MS).

a, b, ¢, moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distincts (P < 0,05).

Comme le montre le tableau 11, la saison de collecte a un effet significatif sur la

production de gaz, la production de méthane, la digestibilité IVD.TT et EM. L’ ASGO prélevé




Résultats et Discussions

durant I’hiver et 1’été est le plus producteur de gaz, avec 68,50 et 70,33 ml/g MS
respectivement. Il est suivi de I’ASGO du printemps avec 50,83 ml/kg MS. 1l faut rappeler
que la méthode de production de gaz in vitro de Menke et al., (1979) est aujourd’hui
largement utilisée pour estimer la digestibilité et I’énergie métabolisable des aliments pour les
ruminants (Getachew er al, 2004). Nos valeurs sont globalement inférieures a celles
rapportées par Bouazza (2014) pour Vicia faba (200,6 ml/kg MS) mais comparables a celles
de Acacia Albida (71,7ml/kg MS) rapportées par le méme auteur. Les faibles valeurs de
digestibilit¢ d’ASGO ont été enregistrées durant I’été et le printemps (60,43 et 60,88 %)
respectivement et une valeur de 67,24 % a été notée pour I’hiver. Nos résultats pourraient
s’expliquer par la variation des composants chimiques des substrats, résultant essentiellement

des variations climatiques.

1.3. Effet de la saison de collecte sur la valeur nutritive, la production de méthane et la

teneur en tannins condensés de Calobota saharae
1.3.1. Composition chimique et tannins condensés

Les changements dans la composition chimique de Calobota saharae (CASH) a
différentes saisons de récolte sont présentés dans le tableau 12. Il y a des différences
significatives (p <0,05) entre les trois saisons de croissance dans les cendres, les composants
de la paroi cellulaire, PB, EE et les tannins condensés. Le contenu en PB est plus faible en été
(96,84 g / kg MS) par rapport au printemps (138.85 g / kg MS) et I'hiver avec une valeur de
(139,42 g / kg MS). En hiver, CASH avait des teneurs faibles (p <0,05) en NDF, ADF, ADL
et HCL en été, des valeurs intermédiaires sont observées au printemps. En revanche, des
valeurs élevées de cendres, EE et TCT sont observées au cours du printemps par rapport a
1'été et 1'hiver avec des valeurs comprises entre 39,23 et 54,47, 20,64 et 23,79 et 25.33 et
34.72 (g / kg MS) respectivement.

Dans notre étude, de grandes différences dans la valeur nutritive de CASH (évaluée
par la production de gaz et la digestibilité de la matiere seéche) sont observées, elles sont
principalement le résultat de changements dans la maturité des feuilles collectées. La
réduction de la teneur en PB de CASH en été, par rapport aux autres saisons, est compatible
avec d'autres études, comme le constat que la teneur minimale en PB des arbres fourragers
enregistrée durant la saison seéche est plus de deux fois celle de graminées de la saison des

pluies (Skarpe et al., 1986 ; Evitayani et al., 2004). Toutefois, le contenu en PB de CASH est

7y
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resté relativement €élevé (96,84 g / kg MS) pendant 1'été, plus élevé que le niveau minimum de
7-8% MS requis pour le fonctionnement optimal du rumen et de la prise alimentaire admis
pour les ruminants (Van Soest, 1994). En outre, la teneur en PB élevé (193,42 g / kg MS)
pendant I'hiver par rapport aux deux autres saisons peut s’expliquer par les teneurs plus
élevées en humidité du sol ou l'absorption d'azote est plus rapide que l'accumulation de
matiere seche, ce qui est en accord avec plusieurs travaux antérieurs (Bamualim et al., 1980 ;
Larbi et al., 1997) qui ont constaté des variations saisonnieres se produisant entre especes
végétales et entre saisons avec des valeurs plus élevées pour les saisons humides. Le contenu
de PB inférieur pendant 1'été peut €tre en grande partie dii au stress hydrique subi par CASH,
pendant cette période ol la plante tend a accumuler des structures fibreuses lignocellulosiques

au détriment des composés azotés (Anele et al., 2009).

Tableau 12 : Composition chimiques (g/kg MS) de Calobota saharae collecté sur trois

saisons
Saisons de collecte

Nutriments Hiver Printemps Eté SEM Signification
PB 139,42 138,85 96,84 7,212 ok
NDF 526,24° 463,05° 616,82° 22,52 ok
ADF 402,17 352,27¢ 488,21° 19,98 ok
ADL 128,84 121,19° 151,73 4,656 ok
Hémi 124,10° 110,78" 128,59 2,922 ok
MM 39,67 54,47 39,23 0,254 ok
EE 22,18" 23,79 20,64 0,567 ek
TCL 15,30° 13,92 12,83 0,403 ok
TCLP 1,06™ 1,41° 0,98" 0,080 ok
TCLF 11,98 19,39° 11,46 1,283 ok
TCT 28,34 34,72° 25,33° 1,407 e

=
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ADF: Acid Detergent Fibre; ADL: Acid Detergent Lignin; EE : Extrait Ethéré ; Hémi: Hemicellulose; MM :
Matiere Minérale ; PB : Protéines Brutes; NDF: Neutral Detergent Fibre; NS : Non Significative ; SEM: Erreur
Standard des Moyennes ; TCL : Tannins Condensés Libres ; TCLP : Tannins Condensés Liés a la Protéine ;

TCLF : Tannins Condensé Liés a la Fibre ; TCT : Tannins Condensés Totaux.

a, b, c, moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distincts (P < 0,05).

Les grandes variations dans les NDF, ADF, ADL et HCL contenus de CASA en hiver
et en été sont compatibles avec les résultats de Onwuka et al, (1989), sur les especes ligneuses
dans les terres basses et humides d'Afrique de 1'0Ouest et dans d'autres régions des tropiques
(Topps, 1992 ; Dzowela et al., 1995). Les différences saisonnieres dans les constituants de la
paroi cellulaire peuvent s’expliquer par les variations dans les éléments météorologiques des
saisons et par leurs effets sur la lignification de la paroi cellulaire ainsi que sur la translocation
des éléments nutritifs des feuilles vers d'autres parties de la plante (Larbi et al., 1998). De
plus, la concentration de la paroi cellulaire en arbustes fourragers est négativement corrélée a
la palatabilité (Kaitho et al., 1998 ; Larbi et al., 1998). Par conséquent, les différences
observées dans les NDF, ADF, ADL et HCL entre les saisons de récolte pourraient avoir des

implications pour l'utilisation de CASH comme arbuste fourrager.

Les tannins condensés ont un rdle important dans les plantes fourrageres, lié a leur
concentration. En effet, les tannins a concentration basse (2-3% du MS) peuvent avoir un effet
bénéfique, puisque leur niveau empéche la dégradation extensive des protéines par le
microbiote ruminale par la formation de complexes protéines-tannins (Barry, 1987). De plus,
les tannins condensés dans les arbres et les arbustes fourragers pourraient aussi contribuer a la
lutte contre les parasites gastro-intestinaux car ils présentent des propriétés biologiques qui
diminuent le nombre d'ceufs fécaux chez les moutons et les chevres, de méme que le taux
d'éclosion et le développement des larves dans les selles (Min et Hart, 2003). D'autre part, le
niveau élevé de tannins (5% de la MS) dans I'alimentation peut entrainer I’indigestion des
protéines, en raison de la formation excessive de complexes tannins-protéines (Kumar et
Singh, 1984). Comme on peut le voir dans le tableau 12, les niveaux de tannins condensés
enregistrés de CASH récoltés en trois saisons différentes sont d’une faible ampleur. Par
conséquent, ce niveau de tannins condensés semble avoir un potentiel d'effet bénéfique,
lorsqu'il est inclus dans le régime des ruminants car il peut augmenter la quantité de protéines

disponibles pour I’animal.
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1.3.2. Fermentation et Production de méthane in vitro

La production de gaz total (PG 24h), le méthane (CH,4 24h), la digestibilité in vitro de
Telly et Terry pour chaque saison sont représentés dans le tableau 13. Une nette diminution
de la production de gaz total, du méthane et de I'IVD-TT est constatée en passant du
printemps a 1’été. En réalité, la production de gaz est étroitement associée a la quantité de
substrat fermenté dans le rumen et dans le systtme de fermentation in vitro (Blummel et
Orskov, 1993). La production de gaz basse pour CASH pendant la saison seche (1’été) peut
étre attribuée a la teneur relativement plus élevé en NDF, ADF, ADL et a la faible teneur en
PB. Notre observation est similaire a celle d’Evitayani er al, (2004), qui constatent une
production de gaz in vitro et une digestibilité in vitro de la matiere seche de certaines especes
de 1égumineuses plus €élevées en saison humide (hiver) par rapport a la saison seche (été). Des
observations similaires a notre étude sont également notées par Kamalak et al, (2005) pour le
foin dit, Gundelia tournifortii, et par Kaplan et al, (2014) pour le foin mineur Sanguisorba.
Par contre, il n'y a aucune différence dans ’EM de CASH obtenus dans I'étude actuelle, ce qui
pourrait €tre dli aux petites variations de la production de gaz entre les trois saisons, sachant
que les valeurs de I’EM énergétiques sont estimées par la production de gaz et le contenu en
PB. Selon Fagg et Stewart (1994), les 1égumineuses indigenes des régions arides, telle CASH,
en raison de leur fixation symbiotique de l'azote avec des bactéries nodulant les Iégumineuses
(appelés collectivement les rhizobiums) contribuent dans leur majorité a la fertilisation des
sols en augmentant leurs teneurs en azote et en matiere organique. Ils fournissent également
du fourrage de haute qualité, préviennent 1'érosion et contribuent a la stabilisation des sols et a

la restauration des écosystemes arides et semi-arides.

Le méthane est un produit de fermentation microbienne, en particulier dans le rumen.
A la fin d'une interaction complexe de processus microbiologiques et biochimiques, les
archées méthanogenes utilisent 'hydrogeéne pour réduire le CO, et produire le CHs (Mills et
al., 2001). Comme il a été montré avec ATCA et par conséquent, I’arbuste CASH n'a pas un
potentiel de réduction du méthane puisque le pourcentage de méthane pour toutes les saisons
se situe entre 10 a 13%. Mais les recherches conduites au cours des deux dernieres décennies
ont permis de montrer que certains additifs alimentaires peuvent étre utilisés pour réduire la

méthanogenese ruminale (Jouany et Morgavi, 2007).
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Tableau 13: Les parametres de fermentation Calobota saharae PG 24H (ml/g) le méthane
(ml/g) IVD-TT (%) et EM (MJ/kg MS)

Parametres de Saisons de collecte

fermentation Hiver Printemps Eté SEM | Signification
PG24h (ml/g) 71,25 77,75 65,75 2,798 e
CH,4 24h (ml/g) 6,50 10,17* 7,78° 0,713 o
IVD-TT (%) 53,41° 57,41 53,17° 0,742 otk
EM (MJ/kg MS) 6,40 6,61 5,97 0,269 NS

a, b, ¢ Row means with common superscripts do not differ (P<0.05); E.S.M: erreur standard moyenne; PG24: la
production de gaz 24 heure ( ml/g), CHy: la production de méthane a 24 heure ( ml/g), IVD-TT: la digestibilité
in vitro de Tilley et Terry (%), EM: énergie métbolisable (MJ/kg MS).

a, b, c, moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distincts (P < 0,05).

2. Controle de 1a méthanogénése ruminale par ’utilisation de plantes médicinales

2.1. Aspects chimiques des substrats utilisés
2.1.1. Composition chimique des plantes médicinales

La composition chimique des plantes médicinales étudiées est exposée dans le tableau
14. 1l en ressort que les plantes étudiées renferment une teneur élevée en matiere seche (MS)
et en matiere organique (MO), avec des valeurs allant de 927 a 933 (g/kg MS) et de 816 a 822
(g/lkg MS), respectivement. Généralement, les trois plantes enregistrent des valeurs voisines
pour ces deux parametres avec une légere différence. Il est important de remarquer que les
trois échantillons étudiés sont prélevés a I’état sec, aupres d’herboristes dans la wilaya de

M’Sila qui se caractérise par un climat aride qui explique ces taux élevés en MS et MO.

Les plantes étudiées présentent des teneurs en protéines brutes (PB) tres variables. Le
taux le plus faible de PB est observé chez Rosmarinus officinalis, avec une valeur de (79,9
g/kg MS), la valeur la plus élevée est enregistrée chez Nigella sativa (350,5 g/lkg MS). Cette

différence peut s’expliquer en partie par la partie phénologique qu’occupe chaque substrat, a




Résultats et Discussions

savoir : graine, feuilles et rhizome respectivement pour la nigelle, le romarin et le gingembre

et la variation interspécifique d’autre part.

L’analyse approximative des graines complétes et mature de Nigella sativa montre que
le taux d’humidité varie de 38 a 74 g/kg MS, les lipides de 220 a 534 g/kg MS, la matiere
minérale de 37 a 48 g/lkg MS, les hydrates de carbones de 249 a 340 g/kg MS et les protéines
brutes de 206 a 312 g/kg MS (El-Dhaw et Abdel-Munaem Nadia, 1996 ; Takruri et Dameh,
1998 ; Atta, 2003). Selon Al-Gaby (1998), les graines de Nigella sativa sont tres riches en
protéines (environ 200 g/kg MS), avec une dominance d’acide glutamique (22,4%), d’acide
aspartique (10,05%) et d’arginine (9,18%). Dans notre cas, le taux de protéines brutes est tres
élevé par rapport a plusieurs données de la littérature. Cette différence peut étre liée a la
variation des cultures ainsi qu’a la variation des climats des différentes régions de culture. Ce
résultat indique aussi que les graines de Nigella sativa représentent une treés bonne source de

protéines.

En ce qui concerne la teneur en matiere minérale (MM), on constate que les trois
plantes enregistrent des valeurs relativement élevées. Elles varient entre (178 g/kg MS) dans
le Zingiber officinale et (184 g/kg MS) dans Nigella sativa, comparativement au Rosmarinus
officinalis qui présente une valeur intermédiaire de (181 g/kg MS). Selon Spear (1994), la
concentration des éléments minéraux dans les plantes varie fortement avec le type de sol, le
climat, le stade de la maturité et la saison de la récolte. En plus de ces facteurs, dans notre cas
I’éventuelle contamination des parties aériennes ainsi que des parties souterraines par la silice

peut expliquer les taux élevés de MM.

D’une maniére générale, on constate que les trois substrats étudi€s présentent une
composition pariétale variable mais qui reste pour leur majorité modérée par rapport aux
constituants totaux de la cellule. Pour la fraction NDF, qui représente la paroi totale (cellulose
+ hémicellulose + lignine), elle varie entre 292 et 346 g/kg MS. Ces teneurs sont inférieures
aux valeurs de la fraction pariétale rapportées pour des fourrages tempérés (600 g/’kg MS) et
qui varient de 530 a 690 (g/kg MS) (Rubanza et al., 2005 ; Kumara Mahipala et al., 2009).
Par contre, nos valeurs sont similaires a celles rapportées par Boufennara (2012) et Bouazza
(2012) pour des plantes fourrageres collectées sur la région de M’sila et Djelfa et M’sila et
Constantine respectivement. En plus de I’espece, il y a certainement une influence de la
région climatique car, selon Pascual et al, (2000), les températures élevées et les faibles

précipitations tendent a augmenter la fraction pariétale (NDF) et a diminuer le contenu soluble
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des végétaux. Les teneurs de la fraction ADF (lignocellulose) sont distinctes aussi entre les
substrats étudiés. La valeur la plus élevée est notée pour Rosmarinus officinalis (255 g/kg
MS) et la plus faible chez Zingiber officinale (74 g/kg MS). Rosmarinus officinalis se révele
plus riche en lignine (ADL), avec une valeur de (134.1 g/kg MS). Par contre, les teneurs les
plus basses se rencontrent chez Zingiber officinale et Nigella sativa, avec des valeurs,
relativement proches de 9,1 g/lkg MS et 26,8 g/kg. La lignine est un composé phénolique
synthétisé par la plante pendant les périodes les plus avancées de la croissance et elle
intervient dans la rigidité de la structure végétale. La différence en NDF, ADF et ADL
pourrait étre due a des différences spécifiques. L’accumulation de fibres dans la cellule est
sous le contrdle du génotype et le stade de croissance est un facteur a prendre en considération

(Bouazza, 2012).

Tableau 14 : Composition chimique (g/kg MS) des plantes médicinales utilisées

MS
Espéce (gkg) | OM | PB | MM | NDF | ADF | ADL | Hémi | Cellu
Nigella sativa 933 816 |350,5|184 292 |120 |268 |172 |932

RosmarinusofficinalisL. | 938 | 819 [79,9 | 181 |329 |[255 |134,1 |74 120,9

Zingiber officinale 927 822 954 |178 |346 |74 9,1 272 | 64,9

ADF: Acid Detergent Fibre; ADL: Acid Detergent Lignin; Cellu: cellulose ; Hémi: hemicellulose; MM : matiére
minérale ; PB : Protéines Brutes; MS: matiere seche; NDF: Neutral Detergent Fibre; OM: mati¢re organique.

2.1.2. Composition chimique du milieu de base

La Composition chimique du milieu de base (g/kg MS) est présentée dans le tableau
14. On y observe des taux de matiere organique de (889,4 g/kg MS) et une valeur de la
matiere minérale relativement élevée de (110,6 g/kg MS). Le taux de protéines brutes (140
g/lkg MS) est convenable pour assurer les besoins azotés du microbiote ruminale. La
composition en paroi cellulaire varie entre 52,2 et 510 g/lkg MS pour ’ADL et la paroi totale
NDF respectivement. La teneur en ADL est relativement faible ce qui permet aux
microorganismes du rumen d’accéder facilement a la cellulose et a 1’hémicellulose et a

assurer par conséquent une bonne fermentation des constituants de la paroi cellulaire.
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Figure 15 : Composition chimique du milieu de base

OM : Organic matter ; PB : protéines brute ; MM : matiere minérale ; NDF :Neutral Detergent fiber;
ADF : Acid detergent fiber :ADL :Acid Detergent Lignnin ; Hemi : hémicellulose

2.2. Effet des plantes médicinales sur la méthanogénese et la fermentation in vitro

Les valeurs moyennes de la production totale de gaz, de méthane, la digestibilité de la
matiere seche, la disparition des NDF et la production d’azote ammoniacal (N-NH3) sont
mentionnées dans le tabeau 15. De maniere générale, il y a une différence significative entre
I’essai de controle (CNTR) et les différents traitements utilisés. Les éléments les plus
remarquables sont les effets du Monensin (MONE) et de Nigella sativa (NGSA) sur la
production de gaz et la réduction du méthane. Pour la MONE la réduction de la production de
méthane est associée a une forte réduction en production totale de gaz, par contre la NGSA

réduit la quantité de méthane tout en gardant une production de gaz significative.

2.2.1. Production de gaz 24 heures

La production de gaz in vitro apres 24 de fermentation dans le systeme batch est
présentée dans le tableau 15. Il en ressort qu’elle est significativement différente (P<0,0001)
par rapport aux différents traitements étudiés. Apres 24 heures d’incubation, Zingiber
officinale (ZNOF) engendre la plus grande quantité de gaz (6,41 mmoles/g MS) et le MONE
la quantité la plus faible, avec 2,90 mmoles/g MS. Les autres traitements présentent des
quantités de gaz proches de celle de ZNOF : 5,27, 5,70 et 5,62 mmoles/g MS, respectivement
pour le CNTR, NGSA et Rosmarinus officinalis (RSOF).
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Quand un substrat est incubé in vitro en présence de jus de rumen et une solution
tampon, les glucides sont fermentés en acides gras volatiles (Blimmel and Orskov, 1993), en
gaz (essentiellement CO2 et CH4) et en biomasse microbienne. La production de gaz a partir
des protéines est relativement faible, comparativement aux polysaccharides (Getachew et al.,
1998), alors que la contribution des lipides est considérée négligeable. Les gaz (CO2) libérés
par le systeme tampon neutralisent les acides gras (production indirecte) (Mould, 2003). Dans
notre étude le MONE réduit la production totale de gaz, ce qui est en accord avec toute la
littérature concernant cet ionophore. En effet, le MONE est 1'ionophore le plus couramment
utilisé dans la nutrition des ruminants, bien qu’il ait ét¢ développé a l'origine comme un
coccidiostatique pour les volailles (Chapman er al, 2010; Rodehutscord, 2013). Il est
considéré comme un promoteur de croissance en raison de ses effets favorables sur la
fermentation dans le rumen, y compris la réduction du méthane, I'amélioration de propionate
et la réduction de I'ammoniac. Avec également des effets préventifs sur les coccidioses, le
ballonnement et l'acidose lactique. Ces effets sont attribués a une action antimicrobienne
sélective sur les microbes du rumen. Des rapports antérieurs indiquent que la réduction de
méthane par le MONE s’étale de 4 a 31% (Schelling et al., 1984; Rumpler et al., 1986). Un
rapport récent indique que I'administration a long terme de MONE chez des bovins laitiers de
maniere stable réduit le méthane de 7% et que cette réduction persiste pendant six mois, sans
effet négatif sur la production de lait (Odongo et al., 2007; Kobayashi, 2010). Mais il apparait
que d'autres investigations sont nécessaires pour vérifier si le MONE est capable de réduire la
production de méthane, sans effets néfastes sur la fermentation dans le rumen et de clarifier
son effet sur la synthese des protéines microbiennes sur la base des aliments couramment

utilisés dans la production de ruminants.

Pour ce qui est du ZNOF, une amélioration de laproduction totale de gaz est observée,
cela peut étre attribué a la composition chimique de cette plante. Comme il a été
précédemment dit, ZNOF présente une teneur considérable en hémicellulose, substrat
potentiellement dégradable par le microbiote ruminale et de faible teneur en lignine, un

facteur majeur limitant la digestibilité de la plante in vitro (Ford, 1983).

2.2.2. Production de Méthane

Les quantités de méthane produites par les différents traitements sont présentées dans

le tabeau 15. De maniere générale, une forte réduction de méthane est notés avec le MONE et
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le NGSA et aucun effet n’est observé avec les autres traitements. Les quantités de méthane
produites apres 24 heures de fermentation varient entre 0,28 et 1,12 mmoles/g MS. Le MONE
entraine le pourcentage de réduction le plus élevé, avec une valeur de 75 % tandis que NGSA

enregistre une valeur de réduction de 20 %.

Des études ont montré que le MONE inhibe significativement la production de CH4
dans le rumen (Sauer et al., 1998). Cette inhibition est le résultat indirect d’une diminution de
la production d’ions hydrogene. Cependant, une certaine adaptation des microorganismes
méthanogenes aux ionophores a déja été rapportée dans la littérature. En effet, une reprise
totale de la production de CH4 a été observée apres deux semaines de traitement aux

ionophores chez des bovins recevant une ration riche en concentrés (Rumpler et al., 1986).

Des informations dans la littérature par rapport aux effets antiméthanogenes de
certaines especes végétales et métabolites secondaires des plantes, et sur les métabolites
secondaires chez ces especes, sont d’un intérét majeur pour l'interprétation de tels résultats et
permettent d'aborder de futures recherches pour identifier les composants chimiques

spécifiquement responsables de I'activité antiméthanogene.

Pour ce qui est du NGSA, il est largement connu que cette plante est tres riche en
lipides et en stérols, ce qui pourrait étre a 1’origine de cette réduction. En effet, les graines de
NGSA renferment environ 0,4-2,5% d’huile essentielle, plus de 30% d’huiles fixes
(Dominiczak et al., 1991) et 38% de lipides totaux dont les phospholipides (Martin et al.,
2001). Les acides oléique et linoléique sont les deux acides gras majeurs de 1’huile de NGSA,

ils constituent 75% des acides gras totaux (Abdelal et Attia, 1993).

Plusieurs composés secondaires de certaines plantes médicinales ont été rapportés
comme agents de diminution de la production de méthane a partir de la fermentation
ruminale, y compris l'ail, le clou de girofle, le fenouil (Patra et al., 2006), Acacia
angustissima, Sesbania sesban (Zeleke et al., 2006), Sapindus spp., Populus tremuloides,
Syzygium zromaticum, Psidium guayaba, Terminalia chebula (Kamra et al., 2006), la préle
(Equisetum arvense) et la sauge (Salvia officinalis) (Broudiscou et al., 2002). L'identification
des fractions phytochimiques spécifiquement impliquées dans la réduction de la production de
méthane est difficile (Scehovic, 1999). Les tannins (Hess et al., 2003), les saponines (Lila ef

al., 2003), les flavonoides (Broudiscou et Lassalas, 2000), le thymol, le carvacrol ou l'eugénol

(Chiquette et Benchaar, 2005) ont tous été suggérés responsables de cet effet.
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Les tannins réduisent la méthanogénese chez les ovins (Rira et al., 2014), les ovins et
les bovins (Waghorn et al., 2002), probablement par des effets directs sur l'activité des
Archaea méthanogenes et des effets indirects sur la digestion des fibres. Les saponines
également diminuent la méthanogénese in vitro (Lila et al., 2003), bien que leur mode
d'action reste incertain. Newbold et Rode (2006), suggerent un effet 1ié a l'activité anti-
protozoaires. Les flavonoides sont connus pour interagir avec les microorganismes du rumen,
positivement ou négativement, et les produits de dégradation des flavonoides peuvent

€galement modifier le métabolisme microbien dans le rumen (Broudiscou et Lassalas, 2000).

Les réductions de la production de méthane ont été liées a des effets néfastes sur la
dégradation du substrat (Beauchemin et McGinn, 2006). Cependant, certaines especes de
plantes diminuent la production de méthane et stimulent parallelement le métabolisme
microbien (Broudiscou et al., 2002). L'absence d'effets sur la dégradation de substrats en
réponse a certains extraits de plantes ayant réduit la production de méthane a également été
rapportée (Sliwinski et al., 2002). Dans notre expérience, la plante candidate NGSA ne cause
pas de modifications substantielles du profil général de fermentation, a l'exception de la

production de méthane, ce qui suggere que ce composé ne porte pas atteinte a la dégradation

du substrat et n’est pas toxique pour les micro-organismes du rumen a la dose utilisée.

2.2.3. Digestibilité

La digestibilité apparente de la matiere seche apres 24 heures d’incubation est exposée
dans le tableau 15. La digestibilité apparente en présence du MONE est significativement
distincte (P<0.0001) de celle du CNTR et de celle des autres traitements, elle varie entre
0,3371 et 0,6037 g/g MS incubée. La valeur la plus élevée est notée pour ZNOF et la plus
faible pour le MONE. La classification des traitements sur la base de la digestibilité apparente
de la matiere seche est alors la suivante : ZNOF > CNTR > NGSA >RSOF > MONE. Un
cas similaire est signalé par Bodas ef al. (2008), avec d’autres plantes médicinales incubées
dans le méme systeme batch in vitro avec des valeurs de digestibilité apparente entre 0,662 et
0,678 g/g MS incubée. De plus, Garcia-Gonzalez et al., (2008) rapportent des valeurs de
digestibilité apparente de la matiere seche de : 0,740, 0,710, 0,701 et 0,755 respectivement

pour le controle, Rheum officinale, Frangula alnus et Allium sativum.

Le MONE réduit la digestibilité de la matiere seche in vitro des traitements qui se

répercute directement sur la réduction de la digestibilit¢ des NDF. Les effets négatifs sur la

oy
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digestion, suite a 1I’addition du MONE, sont en accord avec des études in vitro dans lesquelles
le MONE réduit la digestibilité de la matiere seche a des doses de 2 a 33 mg/L (Wallace et al.,
1981; Russell et Strobel, 1988). Cependant, des études in vivo a des doses faibles (2 a 5 mg/L)
de MONE n’affectent pas la digestion des nutriments, ce qui suggere que la dose de 10 mg/L
peut étre toxique pour les bactéries du rumen. Cet effet du MONE sur la digestion des fibres
est attribué a l'inhibition des bactéries cellulolytiques du rumen, comme Ruminococus
cellulotytique et Butyrivibrio fibrisolvens, particulicrement sensibles aux ionophores (Russell

et Strobel, 1989).

2.2.4. Disparition des NDF

La disparition de la fraction NDF est statistiquement différente entre les traitements
appliqués (P<0.0309). Apres 24 heures d’incubation, les disparitions de la fraction NDF in
vitro sont comprises entre 0,2737 et 0,3137 g/g MS incubée. La valeur la plus élevée est
enregistrée pour RSOF alors que le MONE renferme la teneur la plus faible. Ces résultats sont
en accord avec les travaux de Garcia-Gonzalez et al, (2008) (0,274 et 0,368 g/g MS incubée)
mais ils restent inférieurs par rapport aux travaux de Foskolos et al, (2015) (1,3 et 22,2 %).
Ces différences sont probablement dues a la différence de la nature du substrat de

fermentation.

2.2.5. Production d’azote ammoniacal (N-NH3)

La concentration en azote ammoniacal, mesurée aprés 24 heures d’incubation dans le
surnagent des fermenteurs en batch, est significativement distincte (P<0,0001) entre les
différents traitements étudié€s. La production d’ammoniac la plus élevée est notée pour RSOF
(52,73 mg/100ml) et la plus faible pour le MONE (31,15 mg/100ml). Ces résultats sont
comparables aux travaux de Castillejos et al, (2008) (32,25 et 36,04 mg/100ml) mais ils
restent supérieurs a ceux de De Castillejos et al, (2005) (3,01 et 8,64 mg/100ml).

La présente expérience a montré que les concentrations en azote ammoniacal diminuent
lorsque le fluide ruminal est incubé avec le MONE, ce qui est cohérent avec les rapports
précédents (Callaway et al., 1997; Oliveira et al., 2006). Cette situation suggere que les
bactéries de fermentation des acides aminés pourraient étre plus sensibles au MONE,

contrairement aux autres traitements (Oeztuerk et al., 2010). Dans une autre étude, avec des
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vaches de race Holstein, Yang et Russel (1993) enregistrent une diminution allant jusqu'a
50% de 'ammoniac dans le rumen, elle est causée par le MONE et associée a une diminution
décimale du nombre de bactéries qui dégradent les acides aminés. Cardozo et al. (2004)
rapportent que 1'huile d'ail réduit 'azote ammoniacal et augmente les concentrations des petits
peptides, en culture continue dual-flow, ce qui suggere que la désamination est inhibée. Ferme
et al, (2004), sur des échantillons de Cardozo et al, (2004), indiquent que 'huile d'ail modifie
le profil de la population microbienne, par la réduction de la population de Prevotella spp.
(Principalement P. ruminicola et P. bryantii), soit les bactéries protéolytiques les plus
abondantes et les plus désaminantes du rumen (Falconer et Wallace, 1998). Cependant,
Busquet et al. (2005a, b) ne notent que des effets faibles et variables des composés de 1'huile

d'ail sur la dégradation des protéines dans le rumen.

Tableau 15 : Effet de différentes plantes et du Monensin sur la fermentation in vitro (24 h

d’incubation)

Les parametres de CNTR | MONE | NGSA | RSOF | ZNOF | S.EM |

fermentation

PG 24 (mmol/g MS incubée) 5,27 2,90¢ 5,70 5,62" 6,41° 0,123 | <0,0001

CH, (mmol/g MS incubée) 1,09 | 0,28° 0,86" | 1,03 | 1,23 0,065 | <0,0001

Digestibilité (g/g MS incubée) | 0,5741° | 0,3371° | 0,5599° | 0,5405" | 0,6037° | 0,0135 | <0,0001

NDF disp g/g MS incubée 0,2883* | 0,2737" | 0,2967® | 0,3137* | 0,2909°" | 0,0332 | <0,0309

Ammoniac (mg/100ml) 45,51 | 31,15 | 48.36™ | 52,73* | 45,10 | 1.125 | <0,0001

CNTR: Control; MONE: Monensin; NDF disp : la disparition des NDF ; NGSA: Nigella sativa; PG 24:
production de gaz a 24 heures d’incubation; RSOF: Rosmarinus officinalis.L ; S.E.M: erreur standard des

moyennes ; ZNOF: Zingibar officinale;

2.3. Effet des plantes médicinales sur le pH et les acides gras volatils
2.3.1. Le pH

Les parametres de fermentation ruminale, pH et AGV, sont présentés dans le tableau

16. On observe que le pH de fermentation est plus élevé (P=0,0044) en présence de MONE

¥y




Résultats et Discussions

qu’avec le CNTR et les autres plantes. Le pH enregistré dans chaque batch, aprés 24 heures
d’incubation, est compris entre 6,40 et 6,63. La valeur la plus élevée est obtenue pour la
MONE, dont la fermentation est faible. La valeur la plus basse est enregistrée pour NGSA,
RSOF et ZNOF, I’acidification du milieu résulte essentiellement de I’accumulation des acides
gras volatiles (AGV). Pour I’ensemble des traitements, les valeurs de pH restent au-dessus du
seuil critique d’inhibition (pH=6) de la croissance et de 1’activité cellulolytique du microbiote

ruminal (Rémond et al., 1995).

Dans les conditions normales, le rumen sain et fonctionnel est caractérisé par un pH
légerement acide. Le pH du milieu ruminal est la résultante des productions acides, des
tampons salivaires et des tampons propres de la ration (Giger-Reverdin et al., 2002). Bien
qu’il soit difficile de définir avec certitude une gamme précise, il est généralement admis que
dans les conditions normales de fonctionnement du rumen, le pH se situe entre 6,0 et 7,0
(Rémond et al., 1995). Les déviations de pH en dehors de cette norme résultent
principalement d’un déséquilibre de la fermentation des aliments présents dans la ration. La
relation directe entre la ration, le pH ruminal et la concentration en AGV est bien connue.
Avec une ration riche en glucides rapidement fermentescibles (GRF), la baisse du pH ruminal
observée est d’abord liée a une augmentation importante des AGV dans le rumen (Patra et al.,
1996). Les acides produits ont une chaine carbonée plus longue, c'est-a-dire avec plus de

propionate (Cs3), plus de butyrate (C4) et moins d’acétate (C,).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Carla ef al, ( 2011) qui enregistrent des
valeurs entre 6,40 et 6,51 pour différents composés naturels et synthétiques, dont I’acide
garlic, pour ce qui est de leurs effet sur la fermentation ruminale dans le RUSITEC. De plus,
Rira et al, (2014) rapportent des fourchettes de pH entre, 6,2 et 6,7 pour D’effet in vivo de
plantes riches en tannins et ce pour des brebis de races Texel et Blackbelly. Néanmoins, ils

sont inférieurs a ceux de plusieurs auteurs (Bodas et al., 2008 ; Soltan, 2012), avec des

valeurs de 6,60 a 6,80 et 6,87 a 6,98, respectivement.

2.3.2. Les acides gras volatiles

Les proportions d’acétate, propionate et butyrate sont significativement différentes
entre les traitements (p<0,0001). Les concentrations d’acétate sont comprises entre 16,50 et
29,42 mmol/g MS. La teneur la plus élevée est notée pour ZNOF et la plus faible pour la

MONE. La méme tendance est constatée pour les proportions de butyrate, elles sont les plus
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élevées pour ZNOF et RSOF (4,55 et 3,36 mmol/g MS respectivement). Contrairement a
I’acétate et au butyrate, le propionate suis une autre tendance. Il est le plus élevé pour NGSA
avec une valeur de 14,46 (mmol/g MS) et le plus faible pour le MONE. Les autres traitements
enregistrent des valeurs intermédiaires entre 8,78 et 10,10 (mmol/g MS), respectivement pour
RSOF et ZNOF. Selon Mc Donald et al. (1995), la fermentation d’aliments riches en amidon
tend a produire plus de propionate, tandis que celle des substrats fibreux aboutit a la formation
plus importante d’acétate. Chez les ruminants, les AGV contribuent pour environ 70 % des
besoins en é€nergie des animaux (Bergman, 1990). La plupart des AGV sont absorbés au
niveau de la paroi ruminale. Le propionate est dirigé vers le foie ou il constitue le principal
substrat de la néoglucogenese, quand sa disponibilité n’est pas limitante (Bobe et al., 2004).
Ce résultat confirme ceux obtenus précédemment et relatif a la fois a la production de gaz et a
la digestibilité (Bodas et al., 2008; Garcia-Gonzalez et al., 2008). Selon, Zeenat et al. (2005),
les AGVt augmentent et 'ammoniac diminue en présence de la Sarsaponin. Ces changements
dans la fermentation ruminale suggerent que la Sarsaponin se comporte comme les
ionophores, son ajout au milieu peut améliorer 1'efficacité de la production de ruminants. En
outre, les changements dans la proportion molaire des AGV, accompagnant la diminution de
la production de méthane, indiquent un changement du profil spécifique de la fermentation.
La légere dépression de l'activité fermentaire pourrait étre la conséquence d'une altération de
la méthanisation, ce qui est observé avec d'autres additifs ayant des effets similaires sur la
fermentation ruminale, tels que le MONE. Plusieurs études ont examiné les actions
pharmacologiques de différents composés bioactifs de NGSA (Nigella sativa), révélant, entre
autres, des effets laxatifs, des propriétés anti-bactériennes, anti-virales et anti-inflammatoires

(Mousavi et al., 2010 ; Chaieb ef al., 2011 ; Okeola et al., 2011).

La production en AGV totaux est significativement inférieure (p<0,0001) entre le
MONE et le CNTR mais les autres traitements n’ont aucun effet sur la production des AGVt.
ZNOF a le total en AGV le plus élevé (45,16 mmol/g MS), il est suivi de NGSA (41,47
mmol/g MS), alors que la plus faible production revient au MONE (27,69 mmol/g MS)
(Tableau 16).

Les ratios acétate/propionate (C,/Cs), soit les deux acides gras volatiles majeurs, sont
significativement différents entre les traitements (p<0,0001). Ces ratios sont compris entre
1,54 et 2,98. Le CNTR affiche le ratio le plus élevé et NGSA le plus faible. Ces ratios sont

comparables aux travaux de Garcia-Gonzalez et al, (2008) qui observent des valeurs situées
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entre 1,29 et 1,92 pour la MONE et le CNTR respectivement. Néanmoins, un ratio C,/C; de

3,0 et 4,1 in vivo est rapporté par de nombreux auteurs (Depeters et al., 1997 ; Depeters et al.,

2000). La diminution du ratio C,/C3 avec 1’augmentation des proportions de propionate sont

rapportées pour Prosopis et Leucaena, sans aucun effet notable sur les AGVt et le pH. Cela

confirme que la réduction du CHy est le résultat de la redirection des molécules d’hydrogene

de la voie de la méthanogénese vers la production du propionate (Demeyer et Van nevel,

1975). Ces résultats suggerent que les réponses en profil fermentaire des deux substrats sont

similaires a la réduction de CH4 induite par les ionophores (Goodrich et al., 1984).

Tableau 16 : Effet de différentes plantes et du Monensin sur le pH et la production des AGV

in vitro
Les acides gras volatils CNTR | MONE | NGSA | RSOF | ZNOF | S.EM P

pH 6,50° | 6,63 | 640" | 6,41° | 641° | 0,018 | 0,0044
Acétate 26,37 | 16,50° | 22,02° |27,29° | 29,42* | 0,623 | <0,0001
Propionate 993 | 9,65° | 14,46* | 8,78° | 10,1° | 0,325 | <0,0001
Butyrate 3,3 1,05 3,7° | 3,36” | 4,55° | 0,135 | <0,0001
AGVt 39,72 | 27,69° | 41,47 | 40,29" | 45,16* | 0,785 | <0,0001
Acet/Prop 298 | 1,71° | 1,54° | 3,11* | 2,95* | 0,125 | <0,0001

AGYV : acide gras volatils ; AGVt : acides gras volatils totaux,

de lettres différentes sont significativement distinct (P<0,05). S.E.M. : erreur standard des moyennes.

a, b,c,d,

moyenne dans la méme colonne affectées
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Conclusions générales

Cette thése avait pour objectifs principaux d’étudier en préambule 1’effet de la saison
de collecte sur la valeur nutritive, la teneur en tannins et la production de méthane de trois
arbustes fourragers : Atriplex canesens, Astragalus gombo et Calobota saharae, prélevés
d’une zone aride d’Algérie sur trois saisons consécutives. Plusieurs aspects ont été étudiés : la
caractérisation chimique des plantes, 1’évaluation de leur potentiel nutritif par la mesure de
leur fermentescibilité et de leur digestibilité in vitro.

Dans une seconde partie, un essai de réduction de la méthanogénese ruminale in vitro
a été engagé par I'utilisation de trois plantes médicinales d’usage thérapeutique traditionnel :
Nigella sativa, Rosmarinus officinalis.L et Zingiber officinale. Leur impact a également été
établi sur divers parametres de fermentation ruminale et d’interactions avec I’hote :
production totale de gaz fermentaire, production de méthane, digestibilité du substrat,
production quantitative et qualitative des acides gras volatiles.

L’analyse chimique révele que la saison de collecte a un effet significatif sur tous les
composants chimiques de I’Atriplex canesens, sauf en tanins condensés libres. Cet arbuste
détient une teneur trés élevée en protéines brute durant 1’hiver, jusqu’a 200g/kgMS, il en
conserve durant les trois saisons une teneur considérable (un peu plus de 150g/kg MS). Ce qui
permet d’envisager cette plante comme un supplément additif en azote avec des fourrages ou
des sous-produits fibreux. De ce fait, il serait intéressant d’évaluer 1’activité métabolique du
microbiote ruminal vis-a-vis de mélanges d’Atriplex canescens (source d’azote) et de
graminées (source d’énergie) pour le développement d’un nouveau systeme d’alimentation,
basé sur la complémentarité et la synergie de substrats locaux. Concernant sa teneur en
constituants pariétaux, cet arbuste semble riche en parois totales, avec des teneurs modérées
en lignine. De plus, les variations saisonnieres ont des effets significatifs sur sa composition
en constituants pariétaux qui s’averent trés élevés en hiver et au printemps, par rapport aux
valeurs obtenues pour I’été. Ceci est probablement di aux conditions climatiques qui regnent
dans la région de M’sila, caractérisée par des températures €levées et de faibles pluviométries.

Les tanins condensés enregistrés durant les trois saisons de collecte sont faibles (2-3%
de MS). Par conséquent, peu de tanins condensés dans I’Atriplex canescens semblent avoir un
potentiel bénéfique lorsqu'ils sont inclus dans l'alimentation des ruminants car ils peuvent
augmenter le taux de protéines brutes qui échappent ainsi a la dégradation dans le rumen, sans
pour autant diminuer la digestibilité des plantes fourrageres. Néanmoins, I’effet des tanins sur
I’activité métabolique du microbiote ruminale dépend non seulement de leur concentration

mais ¢également de leurs propriétés structurales et réactionnelles. D’ou I’importance de
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signaler que les méthodes d’analyses chimiques des tanins restent controversées et leurs
résultats a considérer avec précautions.

Les essais de fermentescibilité et de digestibilité in vitro confirment raisonnablement
I’effet de la saison de collecte sur la qualité fourragére de L’A.canescens. La baisse marquée
de la production de gaz, de la production de méthane, de 1’énergie métabolisable et de
digestibilité (selon Tilly et Terry) au printemps sont étroitement associées a une augmentation
des teneurs en fractions cellulaires moins digestibles (NDF et ADF) mais aussi a une
diminution remarquable en PB de L’A.canescens.

Le méthane est 1'un des gaz a effet de serre les plus puissants et il contribue de maniere
significative a la pollution de 1'environnement. L'élevage contribue pour environ 20% a ses
émissions, par le biais des microbiotes de ruminants et des fermentations des déchets
d’origine animale. L’A.canescens a un faible impact sur la réduction de méthane, puisque son
pourcentage pour les trois saisons de collecte est estimé entre 11 et 14%. Les différences entre
L’A.canescens, durant les trois saisons, refletent les différences observées dans les
concentrations ADF, NDF, HCL et ADL.

A.canescens est une plante précieuse qui fournit un habitat faunique et la nourriture
pour le bétail. Sa valeur nutritive est significativement affectée par la saison de collecte. Elle
diminue au printemps et augmente durant I’été et I’hiver. A.canescens devrait €tre paturée ou
récoltée pendant I'hiver et 1'été, étant donné qu’a ces deux saisons cet arbuste a une grande
valeur d’énergie métabolisable et une forte teneur en protéines brutes. En outre, A.canescens
peut étre un élément de fourrage tres efficace dans les régimes mixtes et en complémentation
pour le bétail, principalement en hiver et en été.

Cette étude montre également 1’effet de la saison de collecte sur les caractéristiques
chimiques de I’Astragalus gombo. Cette plante vivace, endémique des paturages arides et
désertiques de sable d'Algérie, détient une teneur tres élevée en protéines brutes durant I’hiver
(plus 280g/kgMS) qui chute jusqu’a 165g/kgMS en saison séche. La faible teneur en PB
d’Astragalus gombo, prélevé 1’été, peut étre probablement due aux proportions élevées de
feuilles mires dans I'échantillon. En effet, les fourrages légumineux et les arbustes sont
usuellement employés comme aliments pour le bétail dans beaucoup de régions du monde,
principalement en raison de leur haute teneur en valeur protéique.

Globalement, la composition de la fraction pariétale d’Astragalus gombo sur les trois
saisons présente une composition tres différente. Cette différence, observée dans nos

échantillons, pourrait s’expliquer par les conditions environnementales régnant dans la région
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d’étude : haute température et faibles précipitations. En effet, plusieurs auteurs indiquent que
les mémes parametres tendent a augmenter la fraction pariétale (NDF) et a diminuer le
contenu soluble des végétaux.

Cette étude montre également que les teneurs en tanins varient en fonction de la saison
de récolte. Elles sont faibles avec des variations de méme type d’une saison a 1’autre. Le
stress hydrique induit des augmentations de teneur en TC mais la répartition entre les tannins
libres et liés ou non aux protéines dépend du stress subi durant la croissance de la plante. Les
variations entre les différentes fractions des tanins peuvent étre liées, non seulement aux
saisons de collecte mais aussi a la méthode d'analyse. Avec des plantes riches en tanins, une
difficulté majeure est le manque de techniques de laboratoire précises pour leur dosage.

L’Astragalus gombo, par sa richesse en protéines brutes et ses faibles teneurs en
lignine, montre un bon potentiel nutritif pour les ruminants des zones arides. Soit en paturage
libre sur les parcours pastoraux, ou bien en complémentation des rations riches en fibres.

Dans notre étude, de grandes différences dans la valeur nutritive de Calobora saharae,
évaluées par la production de gaz et la digestibilité de la matiere seche, sont observées. Elles
résultent principalement du changement dans la maturité des feuilles collectées.

Une nette réduction en protéines brutes est associée a une augmentation des différents
constituants pariétaux pendant I’été. Cette variation peut s’expliquer, en grande partie, par le
stress hydrique subi par Calobota saharae pendant cette période ol la plante tend a accumuler
des structures fibreuses lignocellulosiques au détriment des composés azotés.

Les résultats présentés dans cette étude indiquent clairement que les différences
majeures dans la valeur nutritive de Calobota saharae, en termes de composition chimique et
de fermentation microbienne ruminale, sont causées par l'effet de la saison de croissance.
Calobota saharae devrait €tre paturée ou récoltée pendant 1'hiver et le printemps, période ol
cet arbuste présente des valeurs importantes en énergie métabolisable et en protéines brutes,
valorisables par les ruminants. Cette étude a aussi des implications pratiques pour le
développement des technologies agro-forestieres. Calobota saharae montre un bon potentiel
comme arbuste fourrager significatif pour les projets de réhabilitation des écosystemes
dégradés dans les zones arides et semi-arides.

Du point de vue chimique, les variations temporelles démontrent que 1’effet saison sur
les différents résultats obtenus est significatif. Il s’exerce par les variations climatiques qui lui
sont associées. En effet, on enregistre une variabilité nette pour la teneur en matiere azotée

totale et en constituants pariétaux, plus élevés au printemps par I’augmentation du rapport
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feuilles/tige en cette saison. Par ailleurs, les fortes températures et la sécheresse de 1’été
engendrent une augmentation des composés pariétaux et de la cellulose brute.

On peut donc noter que, malgré les caractéristiques exceptionnelles d’adaptation de la
flore spontanée saharienne aux conditions climatiques trés rudes de leur milieu
désertique, il est évident que leur survie, leur développement et leurs compositions chimiques
dépendent étroitement des variations climatiques.

Les plantes médicinales représentent une source naturelle de molécules chimiques qui
peuvent modifier positivement la fermentation ruminale. L’objectif assigné a cette partie de
notre travail est 1’¢tude de 1’effet de trois plantes médicinales sur la méthanogénése ruminale
chez ’ovin. Dans cette optique ont été testées trois plantes médicinales choisies en fonction
de leur caractéristiques thérapeutiques en médecine traditionnelle (Nigella sativa, Rosmarinus
officinalis.L et Zingiber officinale). De maniere générale, une forte réduction de méthane a été
remarquée avec Nigella sativa. Un méme résultat est constaté avec le Monensin mais et aucun
effet n’est observé avec les autres traitements.

Cette étude confirme encore une fois donc que le Monensin inhibe significativement la
production de CH,4 dans le rumen. Cette inhibition est le résultat indirect d’'une diminution de
la production d’ions hydrogeéne. Pour ce qui est de Nigella sativa, il est largement connu que
cette plante est tres riche en lipides et en stérols, ce qui pourrait étre a 1’origine de cette
réduction. En effet, les graines de Nigella sativa renferment environ 0,4-2,5% d’huile
essentielle, plus de 30% d’huiles fixes et 38% de lipides totaux, dont les phospholipides.

L’utilisation des plantes médicinales pour réduire la méthanogénese est une piste
intéressante par son caractere «naturel» apprécié par les consommateurs mais aussi parce
qu’elle est facilement applicable en pratique. Cependant, vu le nombre élevé de molécules
potentiellement intéressantes que pourraient contenir ces plantes et les réponses divergentes
de I’écosysttme microbien observées dans les différentes études, des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour identifier les meilleures cibles ainsi que la
détermination des molécules bioactives responsables.

Cette ¢tude mérite d’€tre compléter par d’autres investigations in vitro, pour
déterminer 1’effet dose de Nigella sativa et aussi des études par le RUSITEC afin de s’assurer

de la stabilité dans le temps des effets observés in vitro.
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Annexe 01: Préparation de la courbe d’étalonnage pour les tanins condensés :

25 mg de tanins de quebracho sont dissous dans 25ml d’acétone.

Tube a essais | Ul de Ul de Quantité de Réactif Réactif Fer Absorbance
solution solution tanins butanol HC1
quebracho acétone (550nm)
Blanc 0 500 0 3ml 100 ul 0,000
T1 50 450 50 3ml 100 ul 0,086
T2 100 400 100 3ml 100 ul 0,166
T3 125 375 125 3ml 100 ul 0,232
T4 150 350 150 3ml 100 ul 0,334
T5 200 300 200 3ml 100 ul 0,380
T6 250 250 250 3ml 100 ul 0,501

Courbe étalon correspondant au dosage des tanins condensés par méthode chimique
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Annexe 02: Préparation des solutions de la salive artificielle selon Theodoreau et al, (1994)

Oligo-élément CaCl,.2H,0O 132 ¢g
(Solution macro minérale) jMnCl,.4H,O 10,0 g
CoCl,.6H,0 80¢g

Q.s.p. 1000ml

Solution tampon 35,0¢g
40¢g
Q.s.p. 1000ml

Solution 57¢g

Eléments minéraux 62¢g
0.6
Q.s.p. 1000ml

Solution réductrice NaOH (1N) 4 ml
Nazs.9H20 0,625 g
L-Cystéine 0,625 g
Q.s.p 100ml

Solution d'oxydo réduction j|Résazurine 0,1¢g
Q.s.p. 100ml

Annexe : Compositon de la salive artificielle selon Theodoro et al. (1994)
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Annexe 03 : Préparation de la solution pour les AGV

Les caractéristiques de
Solution HC1 0.5 N HCl
Normalité 0.5N Poids Moléculaire 36.46 g/mol
HCI 41.58 ml % du poids 37 %
Eau distillée 1000 ml La densité 1.185 g/l
La Normalité 12.03 N
Acide Métaphosphorique 20¢g
Acide crotonique 4¢g
HCI0.5 N 1000 ml

Pour un nombre donné de substrats : Exemple ( 40)

Acide Métaphosphorique 0.500 g
Acide crotonique 0.100 g
HCl 1.04 ml
Eau distillée 25.00 ml

Pour le dosage :

Pour la conservation, dans un tube eppendorf numéroté, doser 0.5 ml de cette derniere + 0.8
ml de jus de rumen et garder le tout dans une température de 4 °C.
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ANALYSE DES AGV

SOLUTIONS STANDARDS

Std 1A 0.5 ml de solution crotonique et métaphosphorique.
Std 1B + 0.8 ml d’une solution standard d’AGVs (Fiolel L).
Std 1C

Std 2A 0.5 ml de solution crotonique et métaphosphorique
Std 2B + 0.8 de solution

Std 2C

2 ml de solution standard des AGV (fiole 1 L) bien mélanger et raj

2 ml Eau distillée

Garder les tubes eppendorfs dans le réfrigérateur a 4 °C et le deuxiéme jour centrifuger
13.500 rpm pendant 10-15 min (a 4 °C).

Transférer le surnageant, a I’aide d’une pipette pasteur, dans des Vials spéciale de la
chromatographie pour ’analyse.
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Effect of Season on Potential Nutritive Value, Methane Production
and Condensed Tannin Content of Fourwing Saltbush (Atrilplex canescens)
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Abstract: The current trail was conducted to study the effect of season on the potential nutritive value,
methane production and condensed tannin of Atriplex canescens sampled at three different seasons
(winter, spring and summer). Gas and methane productions of Atriplex canescens were determined at 24 h
incubation time. Season of sampling had a significant effect (p <0.05) on the chemical composition, gas
production, methane production, metabolizable energy and in vitro dry matter digestibility of Telly and Terry.
The CP content was lower in spring (167.68 g/kg DM) and summer (171.08 g/kg DM) versus winter (200.89 g/kg
DM). In winter and spring, Atrilplex canescens had higher (p <0.05) NDF, ADF, ADL and HCL contents than
in summer. In all the seasons, condensed tannins and EE content were generally low, whereas the ash content
was extremely high (p <0.05) with (243.8 g/kg DM) in spring and (197.3 g/kg DM) in winter. Sampling season
had a significant effect on the nutritive value of Atrilplex canescens. Its nutritive value decreased in spring and
increase in summer and winter. Atrilplex canescens should be grazed or harvested during winter and summer

since these seasons provide this shrub with high ME and CP content for ruminant.

Key words: Atriplex canescens - Nutritive Value -

Production

Condensed Tannin -+ in vitro Gas Production *+ Methane

INTRODUCTION

The Mediterranean region encompasses large areas
of arid and semi-arid zones. These zones may be defined
as areas where rainfall, relative to the level of
evapotranspiration, is inadequate to sustain reliable crop
production. Most of the arid and semi-arid zones of the
Mediterranean region are rangelands and characterized by
wide variability in rainfall and temperature [1]. In Algeria,
the steppes cover more than 20 million hectares, harbor a
human population estimated at 7.2 million among which
numerous shepherds. Steppes are grazed by 15 million
sheep (data from the Algerian Ministry for Agriculture
and Rural development, [2]. The increase in the number of
livestock and establishment of settled farms have

contributed to overgrazing and deterioration of these
areas, currently, steppe rangelands are in a continued
process of degradation [3,4]. Land degradation and
desertification are among the most serious challenges
facing the sustainable development of society and human
well-being. Drought tolerant plants are widely used in
desertification control and degraded land recovery. Four-
wing saltbush (Atriplex canescens), a C4 shrub native to
North America, was chosen and massively planted since
1994 due to its drought and cold winter temperature
resistance in Algerian steppe and its ability to bridge the
food deficit of livestock during long dry season [5-7].
However, there is limited information on about the
potential
environmental conditions.

nutritive value of this shrub in such
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Chemical composition alone is of limited use to
evaluate the nutritive value of plants, especially those
containing secondary compounds [8]. Recently, the in
vitro gas production technique, which provides empirical
equations to estimate digestibility and the metabolizable
energy (ME) content of animal feed [9], has gained wide
acceptance in research on the nutritional evaluation of
animal feeds [10]. In addition, in vitro gas production was
used to screen the feedstuffs in terms of their methane
reduction potential [11,12]. Methane production during
rumen fermentation is one of important contributors to
global warming [13]. Plant development is the major factor
affecting forage quality and as plant change from
to reproductive stages, forage quality
generally decreases. Our study was undertaken to follow
the evolution in the chemical composition,
digestibility and in vitro gas production of saltbush four-
wing (Atriplex canescens) through its vegetative cycle.

vegetative

in vitro

MATERIALS AND METHODS

Area of Sample Collection: This study was carried out
during 2009 in a medium-sized shrub-grassland between
El Maader and Bousaada district located in the north
central Algeria (N35° 26' 07,9"; E004°20'52,8"), at an
altitude of about 398 m above sea. The area is an arid high
plateau with steppe like plains and extensive batren soils.
It has a continental climate with hot dry summers and very
cold winters, with irregular rainfall of between 100 and
250 mm/ year. Under these environmental conditions,
the plant species studied show a slow vegetative growth
and phonological development throughout most of the
year, often lagged in response to the infrequent major
rainfalls.

Plant Sampling and Preparation: Representative samples
from the aerial parts of plants were randomly hand along
a transect of about 2 Km, at the distinct times during the
year 2009, in winter (mid-January), spring (mid-May) and
summer (end of July). Leaves, thin twigs (young stem)
and some flower and seeds (when existing) were clipped
with scissors from the aerial part of the plants and taken
immediately to the laboratory where the samples from
different specimens were pooled, oven dried at 50 °C [14]
and subsequently ground to a 1 mm screen.

Chemical Analysis: Ash (Ash method ID 942.05), ether
extract (EE, method ID 7.045) and crude protein by
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Kjeldhal (CP, method ID 984.13) in samples were
determined by the procedures of the Association of
Official Analytical Chemists [15]. Neutral detergent fibre
(NDF), acid detergent fibre (ADF) and acid detergent
lignin (ADL) contents were analysed following the
methodology described by Van Soest ef al. [16] using an
ANKOM Model 220 Fibre Analyser (Macedon, NY, USA).

Levels of condensed tannins (free condensed
tannins, protein and fibre-bound condense tannins) of
each sample were determined using the method described
by Terrill et al. [17]. Free tannins are estimated by HCL-
butanol, after the extraction of this fraction with diethyl
ether to remove lipids and interfering pigments. The
residue from the acetone extraction is treated with sodium
dodecyl sulfate (SDS) and the extract obtained reacts
again with HCL-butanol assay protein bound tannins.
After SDS extraction the remaining residue is also treated
with HCL-butanol to assay fibre-bound condensed
tannins [18]. Solution of purified quebracho tannin
(1 mg/ml aqueous acetone, 700 ml/l) was the standard.
Absorbance was measured against a blank at 550 nm.
The CH, concentration was determined by gas
chromatography (GC) using a HP Hewlett 5890, Packard
Series II gas chromatograph (Waldbronn, Germany). A
sample of 0.5 ml of gas was injected using a 1 ml Sample-
Lock® syringe (Hamilton, Nevada, USA).

Animals and Rumen Fluid Extraction: Four adult and
mature Merino sheep (body weight 48.3+£3.45 kg) fitted
with a permanent ruminal cannula were used for the
extraction of rumen fluid to carry out the in vitro
incubations (digestibility and gas production) of the
browse material. Animals were fed twice a day (0900h
and 1600h) a diet that consisted of alfalfa hay and grain
oats in a proportion 60:40 at approximately and had free
access to water and mineral/vitamin licks. A sample of
rumen contents was withdrawn prior to morning feeding,
Extraction of rumen contents was performed through the
rumen cannula and with the aid of a PVC tube 1.5 cm in
diameter, whose distal end is placed in the bag ventral
rumen and which applies a slight suction. Of each of the
animals takes a similar amount of rumen contents, which
is transferred into thermos flasks and taken immediately to
the laboratory. Rumen fluid from the four sheep was
mixed, strained through various layers of cheesecloth and
kept at 39° C under a CO, atmosphere. Time required from
rumen content collection to the inoculation of bottles was
less than 30 minutes.
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In vitro Dry Matter Digestibility of Tilley and Terry
(IVD-TT) and Metabolizable Energy (ME) MJ/kg:
Analysis of in vitro dry matter (DM) digestibility
(IVD-TT) followed the method of Tilley and Terry [19]. A
culture medium containing macro- and micro-mineral
solutions, resazurin and a bicarbonate buffer solution was
prepared as described by Van Soest et al. [20]. The
medium was kept at 39 ?C and saturated with CO,. Oxygen
in the medium was reduced by the addition of a solution
containing cysteine—-HCI and Na,S, as described by Van
Soest et al. [20]. Rumen fluid was then diluted into the
medium in the proportion 1:5 (v/v). Samples (400 mg) were
weighed out into artificial fibre bags (size 5 cm x 5 cm,
pore size 20m) which were sealed with heat and placed in
incubation jars. Each jar is a 5 L glass recipient with a
plastic lid provided with a single-way valve which avoids
the accumulation of fermentation gases. Each incubation
jar was filled with 2 L of the buffered rumen fluid
transferred anaerobically and closed with the lid, mixing
the contents thoroughly. The jars were then placed in a
revolving incubator (Ankom Daisy II digestion system,
ANKOM Technology Corp., Fairport, NY, USA) at 39?C,
with continuous rotation to facilitate the effective
immersion of the bags in the rumen fluid. After 48 h of
incubation in buffered rumen fluid, samples were subject
to a 48 h pepsin-HCI digestion as described by Tilley and
Terry [19].

ME (MJ/kg DM) content of Atriplex canescens
samples was calculated using equation of Menke et al.
[21] as follows:

ME (MJ/kg DM) =2.20 + 0.136 GP + 0.057 CP,
where

GP =24 h net gas production (ml/200 mg);

CP = Crude protein.

In vitro Gas Production: Batch cultures of mixed rumen
micro-organisms were used to study the ruminal
fermentation, gas and methane production. The
experimental procedure was based on Theodorou et al.
[22] protocol with some modifications. Three identical
48 h incubation runs were carried out in three consecutive
weeks. Rumen content from each sheep was obtained
before the morning feeding, immediately transported to
the laboratory into thermal bottles, mixed and strained
through four layers of cheesecloth into a warmed
Erlenmeyer flask with an O,-free headspace. The buffer
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solution of Goering and Van Soest [23] was previously
prepared into an Erlenmeyer flask under a CO, stream and
kept one hour with an O,-free headspace after the
resazurine colour turnover showed an O,-free solution.
Particle-free ruminal fluid was mixed with the buffer
solution in a proportion 1:4 (vol/vol) at 39°C under
continuous flushing with CO,. Buffered ruminal fluid
(50 mL) was added into each bottle under CO, flushing.
Bottles were sealed with butyl rubber stoppers and
aluminium caps and placed in a water bath at 39 °C. Serum
bottles of 120 mL (Laboratorios Ovejero S.A.,Leén, Spain)
were used. In each incubation run triplicate samples
(0.5 g dry matter, DM) were placed into the bottle and
incubated. Pressure in the bottle headspace and volume
of gas produced were measured at 2, 4, 6, 8, 12, 24
and 48 h after inoculation using a Wide Range Pressure
Meter (Spec Scientific LTD, Scottsdale, AZ, USA) and a
calibrated glass syringe as described by Theodorou et al.
[22], respectively. After 24 and 48 h of incubation an
aliquot of the gas produced was taken in a 10 mL vacuum
tube (Venoject®, Terumo Europe N.V., Leuven, Belgium)
for CH, concentration analysis. Fermentation flasks
without samples (i.e., blanks) were included to allow
correction for gas produced directly from rumen fluid.
Volume of gas (ml/g DM) produced after 24 h of
incubation (GP24) was used as an index of energy feed
value.

Statistical Analysis: All data obtained were subjected to
analysis of variance (ANOVA) using the randomized
completed block design. Significance between individual
means was identified using the Tukey’s multiple range
tests. Mean differences were considered significant at
P<0.05. Analysis of variance (PROC ANOVA) was
performed using the SAS software package [24].

RESULTS

The chemical composition and tannins content of
Atriplex canescens (ATCA) are in table 1. As expected,
there were differences (p <0.05) between growth seasons
in all chemical component of ATCA except in free
condensed tannins. The CP content was lower (p <0.05)
in spring (167.68 g/kg DM) and summer (171.08 g/kg DM)
versus  winter (200.89 g/kg DM). In winter and
spring, ATCA had higher (p <0.05) NDF, ADF, ADL and
HCL contents than in summer. In all the seasons,
condensed tannins and EE content were generally low,
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Table 1: Chemical composition and condensed tannins (g/kg DM) contents of Atriplex canescens harvested at three different seasons

Seasons

Nutrients Winter Spring Summer SEM Significance
Cp 200.89* 167.68° 171.08° 5.553 ook
NDF 400.75° 352.49° 282.19¢ 18.01 ok
ADF 172.70* 152.17* 101.19° 11.28 ok
ADL 64.06° 63.75° 47.05° 2.834 ook
HCL 228.05° 229.28* 181.00° 11.01 ook
Ash 197.3¢ 243.8a 212.0b 6.859 ok
EE 12.65¢ 16.64° 14.30° 0,589 ok
Free CT 12.56 12.18 12.42 0,119 NS
PCT 2.14® 4.69* L.71° 0,625 ook
FCT 20.46 12.23° 12.91° 1,669 ok
TCT 35.16° 29.10° 27.04° 1,511 ok

a, b, c Row means with common superscripts do not differ (P<0.05); S.E.M.: standard error mean; CP: Crude protein, NDF: Neutral detergent fiber, ADF:
Acid detergent fiber, ADL: Acid detergent lignin, HCL: Hemicellulose, Ash: Ash, EE: Ether extract, Free CT: Free condensed tannins, PCT: Protein-bound

condensed tannins, FCT: Fiber-bound condensed tannins, TCT: Total condensed tannins, NS: Non-significant, *** P<0.05

Table 2: Gas production (GP24 (ml/g DM) methane 24h (ml/g) in vitro digestibility (%) and metabolic energy (MJ/KG DM)

Seasons
Estimate parameters Winter Spring Summer SEM Significance
GP24h ( ml/g) 60.50° 47.00° 67.66° 3,336 ook
CH, 24h ( ml/g) 8.70° 4.67° 7.94° 0,6631 ook
IVD-TT (%) 73.05° 74.05° 79.34° 0,9246 ok
ME (MJ/KG DM) 11.58° 9.65° 12.38° 0,4643 ok

a, b, ¢ Row means with common superscripts do not differ (P<0.05); S.E.M.: standard error mean; GP24: gas production 24hour ( ml/g), CH,: methane
production 24 hour ( ml/g), IVD-TT: in vitro digestibility of Tilley and Terry (%), ME: Metabolisable energy (MJ/KG DM)

whereas the ash content was extremely high (p <0.05) with
(243.8 g/lkg DM) in spring and (197.3 g/kg DM) in winter.
As shown in table 2. The season had a significant effect
on gas production, methane production, [VD.TT and ME.
The gas and methane production at 24 h incubation
ranged from 47 to 67.66 ml and 4.67 to 8.70 ml respectively
and decreased (p <0.05) significantly during spring. The
IVD.TT and ME of ATCA ranged from 73.05 and 79.34 %
and 9.65 and 12.38 MJ/kg DM respectively.

DISCUSSION

Reduction (p <0.05) in CP content of ATCA in
summer versus in winter, is consistent with other studies.
For example, the level of CP, EE and NFE decreased
whereas CF, ash and DM contents increased on passing
from the wet season to the dry season [25]. However, the
CP content of ATCA remained relatively high (171.08 g/kg
DM) in summer, suggesting the possibility that ATCA
may be used as a dry season fodder and /or as feed
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supplement to low quality diets. In addition, the values of
CP content obtained are above the 7% CP requirement for
ruminants that should provide ammonia required by
rumen microorganisms to support optimum microbial
growth. CP contents obtained in the current study are
comparable with finding of Van Niekerk et al. [26] who
reported that CP ranged from 187 g/kg DM in ATCA
(Santa Rita) located in Mier to 206 g/kg DM Field reserve
1) in Mier. However, Mellado et al. [27] reported values of
141, 172 and 146g/kg/ DM respectively for spring, summer
and fall. The increase in CP levels measured during winter
is most likely due to the increase soil moisture levels
following the small rain [28].

The marked decrease in ADF, NDF, ADL and HCL
from winter to summer may be explained by changing in
maturity stage of ATCA; in which flowering generally
occurs between May and September. This period can
vary, however, with genotype and location [29]. The high
level of fiber content in ATCA could be explained partly
by the environmental conditions prevailing in the area of
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Bousaada, as high temperatures and low precipitations
tend to increase the cell wall fraction and to decrease the
soluble content of the plants [30]. Our values are similar
to those reported for other browse forages [31-33], with
some differences among all studies, probably because of
the different proportions of foliage and twigs in the
samples and the different phonological stage of the plants
at sampling. Cell wall in concentration in shrubs fodder is
negatively correlated with palatability, voluntary dry
matter intake and potential dry matter degradability
[34,35].

Condensed tannin had an important role in forages
depending on the amount. Low level tannin (2-3% of DM)
may have beneficial effect since the level of tannin in diets
prevents the CP from extensive degradation through
formation of protein-tannin complexes [36]. On the other
hand, high tannin level (5% of DM) in diets may result in
the increased indigested CP due to excessive formation of
tannin-protein complexes [37]. As can be seen from table
1, the observed total condensed tannin levels of ATCA
harvested at three different seasons were low magnitude.
Hence, low condensed tannin of Fourwing saltbush
seems to have a potential for beneficial effect when
included into ruminant diets as it can increase rumen
indegradable CP without decreasing digestibility.
Furthermore, the lack of accurate laboratory techniques
and reliable compounds to be used as standards are major
difficulties into condensed tannin analysis. Colorimetric
methods should be used with caution as a quantitative
assay. The differences between our tannin values and
other reported in the literature [32,33], could be due to the
nature of the assays used, nature of tannin in different
fodder species, standards used for the quantification,
plant growth stage and the influence of soil and climatic
conditions [38].

The marked decrease in gas production, methane
production, ME and IVD-TT occurred in spring were
closely associated with increase in less digestible cell
contents (NDF and ADF) and decrease in CP of ATCA.
Gas production after 24h was higher (p <0.05) in summer
versus spring and this was in agreement with cell wall
concentration. The gas production is closely associated
with the amount of fermentable substrate in diets. In
accordance with our result, Haddi et al. [39] reported
significant differences in gas 24h among five halophytes
shrubs including Atriplex halimus, Salsola vermiculata
and Sueada molis.

Methane is one of the potent greenhouse gasses,
contributing significantly to the environment pollution.
The livestock contribute about 20% (gut microbial and
animal waste fermentation). Lopez et al. [40] suggested
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that the methane reduction potential of any feedstuff can
be estimated from the percentage of methane in vitro gas
production and the feedstuff can be arbitrary divided in
three groups, low potential (% methane in gas between
>11% and =14%), moderate potential (% methane in gas
between >6% and <11%), high potential (% methane in
gas between >0% and <6%). Therefore ATCA had low
potential since the percentage of methane for all three
seasons is between 11 and 14 %. The differences in
ATCA among season reflect the observed differences in
ADF, NDF, HCL and ADL concentrations. It could also
relate to differences in concentrations of secondary
compounds such as tannins in the fodder [41-43] as well
as differences the configuration of cell wall
polysaccharides [44]. As conclusion, ATCA is a valuable
plant that provides livestock and wildlife habitat and food.
Season had a significant effect on the nutritive value of
ATCA. TIts nutritive value decreased in spring and
increase in summer and winter. ATCA should be grazed
or harvested during winter and summer since these
seasons provide this shrub with high ME and CP content
for ruminant. Furthermore, ATCA can be an effective
fodder component in mixed diets for livestock mainly
during winter and summer due to its droughts resistance
and salt and freezing tolerance.

in
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ABSTRACT

The current trial was conducted to study the effect of season on the potential nutritive value, methane
production and condensed tannin of Calobota saharae shrub harvested at three different seasons, in
winter (mid-January), spring (mid-May) and summer (end of July). Leaves, thin twigs, some flower and
seeds (when existing) were clipped with scissors from the aerial part of the plants then dried and analysed
for chemical composition. Gas and methane production were determined at 24 h incubation time. Season
of harvest had a significant effect (p <0.05) on the chemical composition, gas production and in vitro
digestibility of Tilley and Terry but no effect on metabolisable energy. Neutral detergent fibre (NDF),
Acid detergent fibre (ADF) and acid detergent lignin (ADL) of Calobota saharae were high during
summer (dry season) and low in spring and winter (wet season). The NDF, ADF and ADL contents
ranged from 463.05 to 616.82 and 352.27 to 488.21 and 121.19 to151.73 (g/lkg DM) respectively. The CP
content was lower (p <0.05) in summer (96.84g/kg DM) versus spring (138.85 g/kg DM) and winter
(139.42g/kg DM). The gas and methane production at 24 h incubation varied between 65.75 to 77.75 and
6.50 to 10.17 (ml/g DM) respectively and decreased significantly (p <0.05) from spring to summer. In
conclusion, season had a significant effect on the nutritive value of Calobota saharae shrub. Calobota
saharae should be grazed or harvested during winter and spring since these seasons provide this shrub
with high ME and CP content for ruminant.

Keywords: Calobota saharae, Condensed tannin, In vitro gas production, Nutritive value, Methane
production, Rumen fermentation

Abbreviations: ADF (acid detergent fibre); ADL (acid detergent lignin); AOAC (Association of official analytical
chemists); CP (crude protein); DM (dry matter); EE (ether extract); FCT (fibre-bound condensed tannins); Free CT (free
condensed tannins); GC (gas chromatography); GP24 (gas production 24hour); HCL (hemicellulose); IVD-TT (in vitro
digestibility of Tilley and Terry); ME (metabolisable energy); NDF (neutral detergent fibre); PCT (protein-bound condensed
tannins); SDS (sodium dodecyl sulfate); TCT (total condensed tannins).
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INTRODUCTION

Large tracts of desert and semi-desert lands of African and Middle Eastern countries cannot be cultivated
but can be used to raise livestock, mainly sheep, goats and camels. Even in favourable rainfall years,
animal performance can be poor due to a lack of adequate dietary protein and energy intake in the dry
season. Furthermore, the herbaceous forage is fibrous and of low quality, and in the event of drought,
livestock mortality can be high [20]. Feed supplementation during drought is infeasible for livestock
producers in resource-poor countries due to high feeding costs [6]. Thus, and alternative approach for
overcoming such feed constraints is the propagation of nutrients local fodder shrubs on degraded land.
One ligneous species suitable for browse in areas of severe aridity is Calobota saharae (Coss. & Durieu)
Boatwr. & B-E. van Wyk (formerly Genista saharae or Spartidium saharae). Calobota have a great
ecological significance in Mediterranean countries.

They colonize degraded forests and deforested areas that characterize the landscape [21]. The genus
Calobota consisting of 87 species [26] among these species 23 grow in Algeria [24, 31]. The nutritive
value of a ruminant feed is determined by the concentrations of its chemical components, as well as their
rate and extent of digestion. Determining the digestibility of feeds in vivo is laborious, expensive, requires
large quantities of feed, and is largely unsuitable for single feedstuffs thereby making it unsuitable for
routine feed evaluation [12]. In vitro methods provide less expensive and more rapid alternatives. Both in
vitro gas production and the ANKOM Technology (Automated instrumentation for the food analysis)
devices can be used as rapid evaluation tools to assess nutritional quality of feeds [16]. In Algeria, there is
limited information on the nutritive value of local shrubs and both in vitro and in vivo studies are not
available. Moreover there is limited information on the impacts of seasonal variations on nutritional
values of local most grazed leguminous shrub. A study was therefore carried out to evaluate the effects of
season on chemical composition, in vitro gas production and organic matter degradability of indigenous
shrub Calobota Saharae.

MATERIALS AND METHODS
Collection of Calobota saharae

The study was carried out during 2009 in a medium-sized shrub-grassland between El Maader and
Bousaada district located in the north central Algeria (N35° 26' 07,9"; E004°20'52,8") (Fig.1), at an
altitude of about 398 m above sea. The area is an arid high plateau with steppe like plains and extensive
barren soils. Its climate is continental, semi-arid, subjected partly to Saharan influences with an annual
average temperature of 21C  (average temperature of 34 C° in summer and 10 C° in winter), and a low
and irregular rainfall not exceeding 250 mm per year. M’Sila experiences high temperature between June
and September, and rainfalls between September and December (Fig.2).

Representative samples from the aerial parts of plants were randomly hand clipped with scissors along a
transect of about 2 Km, in winter (mid-January), spring (mid-May) and summer (end of July) during the
year 2009. Between six and ten specimens of each plant species were sampled to obtain a representative
aliquot of the edible biomass. Leaves, thin twigs (young stem) and some flower and seeds (when existing)
were clipped with scissors from the aerial part of the plants, and taken immediately to the laboratory
where the samples from different specimens were pooled, oven dried at 50 °C [25], and subsequently
ground to a 1 mm screen.
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Figure.2.: Precipitation and Temperature 2008-2010 (Tocyo Climate Center
(http://ds.data.jma.go.jp/tcc/tcc/ )

Chemical composition and condensed tannins

Ash (Ash method ID 942.05), ether extract (EE, method ID 7.045) and crude protein by Kjeldhal (CP,
method ID 984.13) in samples were determined by the procedures of the Association of Official
Analytical Chemists [2]. Neutral detergent fibre (NDF), acid detergent fibre (ADF) and acid detergent
lignin (ADL) contents were analysed following the methodology described by Van Soest et al. [38] using
an ANKOM Model 220 Fibre Analyser (Macedon, NY, USA).

Levels of condensed tannins of each sample were determined using the method described by Terrill et al.
[34]. Free tannins are estimated by HCL-butanol, after the extraction of this fraction with diethyl ether to
remove lipids and interfering pigments. The residue from the acetone extraction is treated with sodium
dodecyl sulfate (SDS) and the extract obtained reacts again with HCl-butanol assay protein bound
tannins. After SDS extraction the remaining residue is also treated with HCL-butanol to assay fibre-
bound condensed tannins [4]. Solution of purified quebracho tannin (1 mg/ml aqueous acetone, 700 ml/1)
was the standard. Absorbance was measured against a blank at 550 nm. The CH4 concentration was
determined by gas chromatography (GC) using a HP Hewlett 5890, Packard Series II gas chromatograph

(Waldbronn, Germany). A sample of 0.5 ml of gas was injected using a 1 ml Sample-Lock® syringe
(Hamilton, Nevada, USA).



In vitro gas production (GP24h), In vitro dry matter digestibility of Tilley and Terry (IVD-TT) and
metabolizable energy (ME) MJ/kg

Four adult and mature Merino sheep (body weight 48.3+3.45 kg) fitted with a permanent ruminal cannula
were used for the extraction of rumen fluid to carry out the in vitro incubations (gas production and
digestibility) of the browse material. Animals were fed twice a day (0900h and 1600h) a diet that
consisted of alfalfa hay and grain oats in a proportion 60:40 at approximately and had free access to water
and mineral/vitamin licks. A sample of rumen contents was withdrawn prior to morning feeding. Of each
of the animals takes a similar amount of rumen contents, which is transferred into thermos flasks and
taken immediately to the laboratory. Animals were cared for by trained personnel in accordance with the
European Convention for the Protection of Vertebrates used for Experimental and other Scientific
Purposes [10]. Rumen fluid from the four sheep was mixed, strained through various layers of
cheesecloth and kept at 39° C under a CO, atmosphere. Batch cultures of mixed rumen micro-organisms
were used to study the ruminal fermentation, gas and methane production. The experimental procedure
was based on Theodorou et al. [34] protocol with some modifications. Three identical 48 h incubation
runs were carried out in three consecutive weeks. The buffer solution of Goering and Van Soest [13],
(1970) was previously prepared into an Erlenmeyer flask under a CO, stream and kept one hour with an
O,-free headspace after the resazurine color turnover showed an O,-free solution. Particle-free ruminal
fluid was mixed with the buffer solution in a proportion 1:4 (vol/vol) at 39 -C under continuous flushing
with CO,. Buffered ruminal fluid (50 mL) was added into each bottle under CO; flushing. Bottles were
sealed with butyl rubber stoppers and aluminum caps and placed in a water bath at 39 °C. Serum bottles
of 120 mL were used. In each incubation run triplicate samples (0.5 g dry matter, DM) were placed into
the bottle and incubated. Pressure in the bottle headspace and volume of gas produced were measured at
24 inoculation using a Wide Range Pressure Meter (Spec Scientific LTD, Scottsdale, AZ, USA) and a
calibrated glass syringe as described by Theodorou et al. [35] respectively. An aliquot of the gas produced
was taken in a 10 mL vacuum tube (Venoject®, Terumo Europe N.V., Leuven, Belgium) for CHy
concentration analysis. Fermentation flasks without samples (i.e., blanks) were included to allow
correction for gas produced directly from rumen fluid.

Analysis of in vitro dry matter (DM) digestibility (IVD-TT) followed the method of Tilley and Terry
[36]. A culture medium containing macro- and micro-mineral solutions, resazurin and a bicarbonate
buffer solution was prepared as described by Van Soest et al. [39]. Rumen fluid was then diluted into the
medium in the proportion 1:5 (v/v). Samples (400 mg) were weighed out into artificial fibre bags (size 5
cm X 5 cm, pore size 20m) which were sealed with heat and placed in incubation jars. The jars were then
placed in a revolving incubator (Ankom Daisy II digestion system, ANKOM Technology Corp., Fairport,
NY, USA) at 39-C, with continuous rotation to facilitate the effective immersion of the bags in the rumen
fluid. After 48 h of incubation in buffered rumen fluid, samples were subject to a 48 h pepsin-HCI
digestion as described by Tilley and Terry [36].

ME (MJ/kg DM) content of Calobota saharae samples was calculated using equation of Menke et al
[27] as follows:

ME (MJ/kg DM) =2.20 + 0.136 GP + 0.057 CP, where GP = 24 h net gas production (ml/200 mg); CP =
Crude protein.

Statistics

All data obtained were subjected to analysis of variance (ANOVA) using the randomized completed
block design. Significance between individual means was identified using the Tukey’s multiple range
tests. Mean differences were considered significant at P<0.05. Analysis of variance (PROC ANOVA) was
performed using the SAS software package [32].



RESULTS

The changes in chemical composition of Calobota saharae at different seasons of harvest are presented in
table 1. There were differences between growth seasons in ash, cell wall components, CP, EE and
condensed tannins contents (p <0.05). The CP content was lower in summer (96.84 g/kg DM) versus
spring (138.85 g/lkg DM) and winter (139.42 g/kg DM). In winter, Calobota saharae had lower (p <0.05)
NDF, ADF, ADL and HCL content than in summer, and intermediate values were observed in spring. In
the other hand, high values of ash, EE and CTC were observed during spring versus summer and winter
with values ranging between 3.92 and 5.44, 20.64 and 23.79 and 25.33 and 34.72 (g/kg DM) respectively.

The 24h volume of gas produced (GP24), methane (CH4 24h) in vitro digestibility of Telly and Terry in
each season are in table 2. There are marked decreases in gas production, methane and IVD-TT from
spring to summer.

Table 1: Chemical composition and condensed tannins (g’kg DM) contents of Calobota saharae
harvested at three different seasons (n=6) for all chemical parameters.

Seasons
Nutrients Winter Spring Summer SEM Significance
Ash 3.967° 5.447* 3.923° 0.254 skt
NDF 526.24° 463.05° 616.82° 22.52 skl
ADF 402.17° 352.27¢ 488.21° 19.98 skt
ADL 128.84° 121.19¢ 151.73* 4.656 sl
HCL 124.10° 110.78° 128.59° 2.922 skt
CP 139.42° 138.85° 96.84° 7.212 skl
EE 22.18%® 23.79° 20.64° 0.567 kot
Free CT 15.30° 13.92% 12.83° 0.403 sl
PCT 1.06™ 1.41° 0.98° 0.080 kot
FCT 11.98° 19.39* 11.46° 1.283 sl
TCT 28.34° 34.72° 25.33° 1.407 ke

a, b, c Row means with common superscripts do not differ (P<0.05); S.E.M.: standard error mean; Ash: Ash %, NDF: Neutral
detergent fiber, ADF: Acid detergent fiber, ADL: Acid detergent lignin, HCL: Hemicellulose, CP: Crude protein, EE: Ether
extract, Free CT: Free condensed tannins, PCT: Protein-bound condensed tannins, FCT: Fibre-bound condensed tannins,
TCT: Total condensed tannins, *** P<0.05

Table 2: Gas production (GP24 (ml/g DM) methane 24h (ml/g) in vitro digestibility (%) and metabolic
energy (MJ/KG DM) ((n=3) for all parameters)

Seasons
Estimate Winter Spring Summer SEM Significance
parameters
GP24h (ml/g) | 71.25° 77.75° 65.75° 2.798 ok
CH, 24h (ml/g) | 6.50° 10.17 7.78° 0.713 ok
IVD-TT (%) 53.41° 57.41° 53.17° 0.742 otk
ME (MJ/KG 6.40 6.61 5.97 0.269 NS
DM)

a, b, c Row means with common superscripts do not differ (P<0.05); S.E.M.: standard error mean; GP24: gas production
24hour ( ml/g), CH4: methane production 24 hour ( ml/g), IVD-TT: in vitro digestibility of Tilley and Terry (%), ME:
Metabolisable energy (MJ/KG DM), NS: Non-significant



DISCUSSION

In the current study, large differences in the nutritive value of Calobota saharae (as assessed by gas
production and DM degradability) were observed, which were primarily the results of changes in maturity
of the collected leaves. Reduction (p <0.05) in CP content of Calobota saharae in summer versus other
seasons, is consistent with other studies, as was the observation that the minimum CP content of fodder
tree leaves in the dry season was more than twice that of grasses in the wet season [33, 9]. However, the
CP content of Calobota saharae remained relatively high (96.84 g/kg DM) during summer which is
higher than the minimum level of 7-8 % DM required for optimum rumen function and feed intake in
ruminants livestock [40]. In addition, the higher CP content (193.42 g/kg DM) during winter compared
with the other two seasons as a result of higher moisture content and nitrogen uptake being more rapid
than dry matter accumulation agrees with [3, 19] who reported that seasonal variation occur between
plant species and between seasons with higher values reported for seasons with higher moisture levels.
The lower CP content during summer may be largely due to moisture stress experienced by Calobota
saharae during this period and build-up of lignocellulosic fibre structures of the plants, diluting the
nitrogen [1]. The wide variations in NDF, ADF, ADL and HCL contents of Calobota saharae in winter
and summer are consistent with the report of Onwuka et al. [30], on browse species in the humid
lowlands of West Africa and in other parts of the tropics [37, 8]. The seasonal differences in cell wall
constituents may relate to the differences in elements of the weather between seasons, and their effects on
cell wall lignifications as well as translocation of nutrient to the different part of the plant [18]. Moreover,
cell wall concentration in shrub fodder is negatively correlated with palatability [14, 18]. Therefore, the
observed differences in NDF, ADF, ADL and HCL among the seasons of harvest could have implications
for the use of Calobota saharae as a fodder. Condense tannin had an important role in forages depending
on the amount. Low level tannin (2-3% of DM) may have beneficial effect since the level of tannin in
diets prevents the CP from extensive degradation through formation of protein-tannin complexes [5]. In
addition, condensed tannins in fodder trees and shrubs could also, help in the control of gastro intestinal
parasites because they have biological properties that decrease fecal egg count in sheep and goats, and
hatch rate and Laval development in feces [29]. On the other hand, high tannin level (5 % of DM) in diets
may result in the increased indigested CP due to excessive formation of tannin-protein complexes [17].
As can be seen from table 1, the observed condensed tannin levels of Calobota saharae harvested at three
different seasons were low magnitude. Therefore, low condense tannin of Calobota saharae seems to
have a potential for beneficial effect when included into ruminant diet as it can increase rumen
undegradable CP without decreasing digestibility [23]. The gas production is closely associated with the
amount of fermented substrate in diets [7]. The low gas production for Calobota saharae in the dry
season (summer) may be attributed to the relatively higher NDF, ADF, ADL and the low CP content. Our
observation are similar to Evitayani et al. [9], who found that in vitro gas production and in vitro dry
matter digestibility of some legume species increased in wet season (winter) compared with the dry
season (summer). Similar observations with maturity were also observed by kamalak et al. [15] in
Gundelia tournifortii hay and Mahmut et al. [23] in Sanguisorba minor hay. There were no differences in
ME of Calobota saharae obtained in the current study this could be due to the little variations of gas
production between the three seasons, since, ME energy values were estimated using the gas production
and CP content. According to Fagg and Stewart [11], indigenous legumes of arid regions such as
Calobota saharae, because of their nitrogen fixing symbiosis with legume nodulating bacteria,
collectively called rhizobia, contribute to soil fertility by enhancing soil nitrogen content and organic
matter. They provide high-quality animal fodder, prevent erosion and contribute to soil stabilization and
ecosystem restoration.

Methane is a product of microbial fermentation, particularly in the rumen. At the end of a complex

interplay of microbiological and chemical processes, methanogens use hydrogen to reduce carbon CO; to

CH, [28]. Lopez et al. [22] suggested that the methane reduction potential of any feedstuffs can be

estimated from the percentage of methane of in vitro gas production and the feedstuffs can be arbitrarily

divided in three groups, low potential (% methane in gas between >11% and <14%), moderate potential

(% methane in gas between >6% and <11%), high potential (% methane in gas between >0% and <6%).
6



Therefore, Calobota saharae, shrub had no methane reduction potential since the percentage of methane
for all the seasons is between 10 to 13 %. The recent interest in methanogenesis reflects effects to identify
mitigation strategies to reduce output of this greenhouse gas from livestock and manure. It also reflects an
interest in reducing a source of energy loss that arises when feed is digested by ruminants.

CONCLUSIONS

The results presented in this study indicate that the major differences in nutritive value of Calobota
saharae shrub, in terms of chemical composition and rumen microbial fermentation, are caused by the
effect of the growing season. Calobota saharae should be grazed or harvested during winter and spring
since these season provides this shrub with high ME and CP content for ruminant. This study has
practical implications for the development of agro-forestry technologies. Calobota saharae shows
potential as a fodder shrub for revegetation projects in degraded ecosystems in arid and semiarid lands.
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Methane emitted from ruminant livestock is regarded as a loss of feed energy and also a
contributor to global warming. Methane is synthesized in the rumen as one of the
hydrogen sink products that are unavoidable for efficient succession of anaerobic
microbial fermentation. Strategies for reduction of methane emissions from the rumen
have been proposed. Mainly through rumen microbial manipulation, by the use of
agents including chemicals, antibiotics and natural products such as oils, fatty acids and
plant extracts. A more recent approach is the development of vaccines against
methanogenic bacteria. While ionophore antibiotics have been widely used due to their
efficacy and affordable prices, the use of alternative natural materials is becoming more
attractive due to health concerns regarding antibiotics. It was concluded that the most
promising areas for future research for reducing methanogenesis are the development of
new product/ delivery systems for antimethanogenic compounds in the rumen and
reduction in protozoal numbers in rumen. Whatever the approach proposed, however,
before practical solutions are applied in the field, the sustainability of CH4 suppressing
strategies is an important issue that has to be considered. The evaluation of different
strategies, in terms of total greenhouse gas emissions for a given production system, is
discussed.
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INTRODUCTION

Background:

the animal, respectively. However, this symbiotic
relationship has energy (losses of methane) and
protein (losses of ammonia N) inefficiencies (Van

Methane (CH,) is one of the three main Nevel, 1988; Calsamiglia, 2007). The ruminal

greenhouse gases (GHG), together with carbon
dioxide (CO») and nitrous oxide (N,O). Methane has
a thermogenic affect some four to six times that of
carbon dioxide and the one most associated with
animal agriculture (Leng, 1993; Moss, 2000;
Gworgwor, 2006). The agricultural sector contributes
a total of 10-12% of global anthropogenic GHG
emissions (McAllister, 2011). The livestock sector is
one of the largest CH, producers, with total
emissions from enteric fermentation estimated to be
70-100 Tg/year (Hegarty, 1999; Thorpe, 2009;
Ramin, 2013).

Ruminants establish a symbiotic relationship
with rumen microorganisms by which the animal
provides nutrients and optimal environmental
conditions for the fermentation of feeds, and
microorganisms degrade fibre and synthesize
microbial protein as an energy and protein supply for

methane production is a by-product of the microbial
digestive process and represents a loss of 2—12% of
the feed energy (Calsamiglia, 2007). Furthermore,
emission of methane is considered as one of the most
important global environmental issues (IPCC, 2001).
Therefore, decreasing methane production is
desirable for reducing the greenhouse gas emission
with improved efficiency of the digested energy
utilization (Johnson, 1995; Goel, 2011).

Ruminant nutritionists have long been interested
in modulating the competition among different
microbial populations with the objective of
improving the efficiency of energy and protein
utilization in the rumen. Among the factors that
influence ruminant methane production, changes in
the rumen fermentation pattern resulting from altered
diets is probably the most important. Furthermore,
various feed supplements have been found to directly

Corresponding Author: Samir Medjekal, University Mentouri of Constantine, Department of Applied Microbiology, BP
360, route de Ain El-Bey, 25.017 Constantine, Algeria
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or indirectly reduce methane emissions, including
halogenated methane analogues (Ungerfeld, 2004),
bacteriocins (Lee, 2002), propionate enhancers,
acetogens, immunization, genetic engineering,
phage, fats and probiotics such as Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus oryzae etc. (Moss, 2000;
Gworgwor, 2006; McAllister, 2011; Hegarty, 1999;
Thorpe, 2009; Ramin, 2013; Van Nevel, 1988;
Calsamiglia, 2007; . IPCC, 2001; Johnson, 1995;
Goel, 2011; Ungerfeld, 2004; Lee, 2002; Boadi,
2004; Kumar, 2009).

Methane mitigation in ruminants is possible
through various strategies. Today, the feeding
management approach is the most developed. An
integrated approach that considers the rumen
microbiota, the animal and the diet seems the best
approach to find a long-term solution for reducing
enteric CH4 production by ruminants.

Factorsinfluencing methane production:

Factors that can be identified as influencing CH,
production  in  ruminants include  dietary
characteristics as well as the fermentation conditions
in the rumen. Diet has an important impact not only
on methanogen numbers but also on methane
production, as both the quantity and quality of feed
can alter the rumen fermentation pattern. It is widely
recognized that alterations in the diet strongly affect
rumen functioning and performance of ruminants
(e.g. roughage: concentrate ratio, or the fibre, starch,
sugars and protein content of the feed). Increase the
level of starch or rapidly fermentable carbohydrates,
to enhance propionate production, reduces excess
hydrogen and subsequent CH, production. Moreover,
addition of readily fermentable carbohydrates (e.g.,
cereal grain) to diets fed at maintenance levels causes
a proliferation in the ciliate population (Bonhomme,
1990). Ciliates are symbiotic with methanogens
(Stumm, 1986; Finlay, 1994) and the increase in
methane production when grain is fed at maintenance
may be due to an increase in hydrogen transfer
between these microorganisms (Krumholz, 1983).

Among important fermentation conditions are
acidity (pH) of rumen fluid. The optimum pH for
methane production is 7.0-7.2, but the gas production
can occur in the pH range of 6.6-7.6. However,
beyond this range, the activity of fibre degraders
reduces (Arglyle, 1988; Dijkstra, 1992).
Additionally, there is a different profile of volatile
fatty acids and methane production with different
carbohydrates fermented (Murphy, 1982; Friggens,
1988). Simple carbohydrates produce more methane
(0.45 moles/mole of hexose) as compared to complex
carbohydrates (0.3 moles/mole of hexose). Forage:
concentrate ratio also influence the acetate:
propionate ratio, and methane emission decreases
drastically from 6-12% (forage-based diet) to 2-3%
when a diet with concentrate (90%) predominates
(Johnson, 1995).

Methane yield can thus be related to many and
different categories of factors. However, these
factors are often interrelated and so are their effects
on CH, yield in the rumen. This complicates the use
of such factors to predict the course of fermentation
in the rumen, the extent of organic matter digestion
and the productive response of the ruminant. Due to
these interrelationships, the contribution of a single
feed component or type of carbohydrate to CH, yield
is not necessarily constant (Smink, 2003), but may
vary with a change of the dietary characteristics and
the fermentation conditions in the rumen (Mills,
2001; Bannink, 2005).

Diet composition:

The type of feed offered to a ruminant can have
a major effect on methane production. It is well
known that methane production is influenced by
quality and quantity of feed stuffs. The forages to
concentrate ratio of the ration has an impact on the
rumen fermentation and hence to acetate: propionate
(A/P) ratio (Moss, 2000; Mitsumori, 2008). Van
Soest (1982) indicated that a high grain diet and/ or
the addition of soluble carbohydrates shifted the
fermentation pattern in the rumen which give rise to
a more hostile environment for the methanogenic
bacteria in which passage rates are increased,
ruminal pH is lowered and certain population of
protozoa, ruminal ciliates and methanogenic bacteria
maybe eliminated or inhibited, which results in lower
CH, production. Russel (1998) suggested that rumen
bacteria that produce propionate are more sensitive to
pH than some bacteria that produce acetate and Ho,
because the A/P ratio was dramatically increased and
a large amount of H, was detected when the final pH
in his experiments was less than 5.3. Moreover, the
final pH range of 5.3 to 6.5, CH, production was
highly correlated with A/P ratio, which depended on
the pH and substrate (CH, = 0.02 + 0.05 pH; =
0.80) (Russell, 1998).

Forage type and quality can also increase
voluntary feed intake, which consequently reduces
retention time in the rumen and partly shifts
digestion from the rumen to lower gut (Eckard,
2010). The digestion of starch and protein in the
small intestine is characterized to be more efficient
compared to rumen fermentation, resulting in a
reduced conversion of feed energy to methane
(Blaxter, 1965). Several authors have shown that
including tannin rich legumes (sainfoin, lotus, sulla)
and shrubs in the diet contribute to a decrease in
methanogenesis due to the presence of condensed
tannins (Eckard, 2010; Blaxter, 1965; Waghorn,
2007). Robertson and Waghorn (2002) observed that
CH, production from grazing dairy cows increased
with forage maturity. A putative decrease in CHy
with young fresh forages may be explained by a
higher content of soluble sugars and linolenic acid.
More generally, the correlation between forage
quality and CH, emissions is low (Pinares-Patino,
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2003). Methanogenesis tends to be lower when
forages are ensiled than when they are dried, and
when they are finely ground or pelleted than when
coarsely chopped (Boadi, 2004; Beauchemin, 2008).
Improving forage quality tends to increase voluntary
intake and reduces retention time in the rumen,
promoting energetically more efficient post-ruminal
digestion and reducing the proportion of dietary
energy converted to CH, (Blaxter, 1965).

Dietary fat supplements:

Dietary fat seems a promising nutritional
alternative to depress ruminal methanogenesis
without affecting other ruminal parameters. Fatty
acids, especially those of medium chain length (C8—
C16) (e.g., coconut oil, canola oil, kernel oil etc.)
have been found to decrease methane production
(Machmuller, 1999; Dohme, 2000) and in study a
22% reduction was achieved by addition of
sunflower oil to the diet (McGinn, 2004). Most of the
oils and fatty acids that reduce methanogenesis
reduce the ruminal level of protozoa that are known
to be cosymbionts of methanogens. Therefore, a
reduction in protozoan numbers is partly responsible
for the decreased methane production induced by oils
and fatty acids (Kobayashi, 2010). However, the
effects of fat on methane production are not limited
to those mediated via the rumen protozoa. Lipids
have also been shown to inhibit methanogenesis even
in the absence of rumen protozoa (Dohme, 1999),
possibly due to the toxicity of long chain fatty acids
to  methanogenic  bacteria  (Henderson,1973).
Linolenic acid is toxic to cellulolytic bacteria (F.
succinogenes, R. albus and R. flavefaciens) by
disrupting their cell integrity, and to the cellulolytic
fungus Neocallimastix frontalis grown in vitro [43].
In addition, biohydrogenation of polyunsaturated
fatty acids results in an uptake of hydrogen.
However, its influence on methanogenesis is low
since the complete hydrogenation of 1 mol of
linolenic acid spares 0.75 mol of CH4 (Martin, 2010).
A common effect for all lipid sources is that unlike
other feed constituents such as forages and cereals
they are not fermented in the rumen, and thus the
decrease in fermented organic matter leads to a
decrease in CH, production. Among common
sources of lipids, coconut oil suffers from a possible
negative effect of medium-chain fatty acids (FA) on
human health, due to an increase in meristic acid in
milk (Martin, 2010). In contrast, polyunsaturated FA
are considered beneficial to human health. The
inclusion of polyunsaturated FA in ruminant diets
results in a limited increase of these FA’s in milk and
meat could thus be proposed as a way for CHy
abatement provided that supplementation levels do
not decrease feed efficiency or performance of
animals (Martin, 2010).

Methaneinhibitors:

A large number of halogenated methane
analogues and related compounds have been studied
for their efficacy in inhibiting CH,4 production. Some
of them, including chloroform, amichloral and 2-
bromoethanesulfonic acid, can be used directly to
suppress methanogenesis, but they have an adverse
effect on the animal (Dong, 1999). Chloroform
reduced methanogenesis in vitro and in vivo
(Bauchop, 1967; Clapperton, 1974), but is obviously
not suitable for use in practice. Chloral hydrate,
which is converted to chloroform in the rumen
(Prins, 1965; Quaghebaur, 1971), inhibited methane
production in vivo (Mathers, 1982) but lead to liver
damage and death in sheep after prolonged feeding
(Lanigan, 1978). In contrast, amichloral appeared to
be safer and was found to increase live weight gain
in sheep. Denman et al (2007) reported that
bromochloromethane could decrease the number of
methanogenic Archaea by 34% as assayed by qPCR
and thus reduce methane production. But the anti-
methanogenic activity of bromochloromethane has
been reported to be transient (Sawyer, 1974).
However, a combination of bromochloromethane
with a-cyclodextrin was found to be more stable, and
was shown to suppress methane emissions in sheep
and cattle over a prolonged period (McCrabb, 1997).
2-bromoethanesulfonic acid (BES), a bromine
analogue of coenzyme F involved in methyl group
transfer during methanogenesis, is a potent methane
inhibitor (Martin, 1985; Wolfe, 1982). BES is a
specific inhibitor of methanogens and does not
appear to inhibit the growth of other bacteria (Sauer,
1987; Sparling, 1987). However, when tested in vivo
the inhibition in methanogenesis was transient
suggesting that adaptation of the methanogenic
population occurred (Van Nevel, 1995). Quaternary
ammonium compounds inhibit methanogenesis at
concentration of 25 mg/l or above but at prolonged
periods of incubation the effect become transient
(Tezel, 2006). Anthraquinone has also been shown to
inhibit methanogenesis in vitro and in lambs by
inhibiting the methyl-coenzyme M reductase
(Garcia-Lopez, 1996; Kung, 1998).

Mevastatin and lavastatin, inhibitors of 3-
hydroxy-3- methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA)
reductase, can inhibit growth and methane
production of Methanobrevibactor strains isolated
from the rumen (Miller, 2001). Since Archaea are the
only bacteria known to possess biosynthetic HMG-
CoA reductase, HMG-CoA reductase inhibitors
would have the potential to specifically inhibit rumen
methanogens without inhibiting other rumen bacteria
[63]. Inhibitors directly toxic to methanogens are a
powerful tool to stop methanogens from producing
methane. However, as a result of these inhibitors,
Hydrogen, which could suppress the activity of
rumen fermentation, can be expected to accumulate
in the rumen (Baker, 1995).

lonophores:
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Tonophores are lipid-soluble molecules. Some
ionophores are used as antibiotics or as growth-
enhancing feed additives for growing cattle. Adding
ionophores to the diet of ruminants has been shown
to reduce CH,4 production (Moss, 2000). It promotes
the production of propionate at the expense of acetate
and reduces feed intake (Ramin, 2013; Johnson,
1995; Baker, 1995; Hegarty, 1999). Ionophores are
generally effective against Gram-positive bacteria
but exhibit little or no activity against Gram-negative
bacteria and methanogens in the rumen (Nagaraja,
1997). Furthermore, entodiniomorphs (Entodinium,
Diplodinium and Ophryoscolex) in rumen ciliates are
sensitive to ionophores (Dennis, 1986). It is assumed
that ionophores are able to modify rumen
fermentation based on their antimicrobial spectrum,
which has been examined using culturable strains
(Mitsumori, 2008).

Monensin is the most commonly used ionophore
in ruminant nutrition and was originally developed as
a coccidiostat in poultry (Chapman, 2010;
Rodehutscord, 2013). Monensin is considered as a
growth promoter due to its favorable effects on
rumen fermentation including methane reduction,
propionate enhancement and ammonia reduction,
together with its preventive effects on coccoidosis,
bloat and lactic acidosis. These effects are attributed
to a selective antimicrobial action of monensin on
rumen microbes. Review papers indicate that
methane reduction by monensin ranges from 4 to
31% (Schelling, 1984; Rumpler, 1986). A recent
report indicated that long term administration of
monensin to dairy cattle stably reduced methane by
7% and that this reduction persisted for 6 months
with no adverse effect on milk yield (Kobayashi,
2010; Odongo, 2007). Further investigations are
needed to verify whether monensin is able to reduce
methane production without adverse effects on
rumen fermentation, and to clarify its effect on
microbial protein synthesis on the basis of commonly
used feedstuffs in ruminant production.

This family of additives is not permitted in many
countries including the European Union. Research
has focused on the use of other compounds that can
be substituted for ionophores but have the same
inhibitory effect. Plant extracts have shown
inhibitory effects on CH, production. Using a rumen
simulation technique, McAllister and Newbold
(McAllister, 2008) reported that a commercial allicin
product originating from garlic was effective in
inhibiting CH, production at a dose of 20 pg/mL
without any adverse effect on daily VFA production.
Tannins have also been reported to reduce emissions
of CH, from ruminants, either by reducing the
methanogen population in the rumen directly or by
reducing the protozoa population, which tends to
increase the molar proportion of propionate in the
rumen (Bhatta, 2009). Tavendale et al (Tavendale,
2005) reported a decrease in CH4 production when
legume forages containing condensed tannins were

incubated in vitro. Reductions in H, production or
direct inhibitory effects on methanogens were the
suggested mechanisms by which tannins reduced
CH, production (Ramin, 2013).

Defaunation:

Protozoa provide a habitat for 10 to 20% of
rumen methanogens and produce acetate and
butyrate as  substrates for  methanogenesis
(Rodehutscord, 2013; Stumm, 1982)]. The
elimination of protozoa (defaunation) is reported to
considerably decrease the methane production
compared with the normal faunated animals
(Williams, 1988; Santra, 2002). Defaunation can be
done by lowering the pH in the rumen (e.g. feeding
grain), if the pH fall below 5.0, the ciliate protozoa
are to be completely eliminated. In addition, the
inclusion of fat in ruminant diet depress protozoal
numbers (Ikwuegbu, 1982; Czerkawski, 1975) and
the use of lipids as a defaunating agent has been
suggested (Moss, 2000; Newbold, 1988).

It is possible to get defaunated animals with a
consequently lower methane production, when they
are isolated as new-borns from other ruminants
(Faichney, 1999). Hegarty (Hegarty, 1999) reviewed
further possibilities to eliminate protozoa by the use
of synthetic chemicals (e.g. copper sulphate or
calcium peroxide). Plant secondary metabolites i.e.,
saponin-containing plants are reported to suppress or
inhibit protozoa and certain bacteria in the rumen
(Cheeke, 2000). Saponins are glycosides which
interact with the cholesterol present in the membrane
of protozoa and causes cell lysis (Hess, 2003).

Consequently, the elimination of the rumen
protozoal population to mitigate methanogenesis
appears interesting, but this option should be
carefully evaluated in terms of livestock
performances. The absence of protozoa from the
rumen can have diverse effects on animals that can
be either negative or positive depending on the diet
and the type of production targeted. Up to now,
however, practical defaunation techniques are not
available (Martin, 2010).

Acetogenesis:

An alternative strategy to reduce ruminal
methanogenesis would be to rechannel substrates for
methane production into alternative products, in fact,
potential microbes for CO,-acetate fermentation exist
in the rumen, but CO,- CH, fermentation is always
predominant in the rumen (Crutzen, 1995; Fievez,
1999). Acetogenic bacteria in the hindgut of
mammals and termites produce acetic acid by the
reduction of carbon dioxide with hydrogen and
reductive acetogenesis acts as important hydrogen
sink in hindgut fermentation (Lajoie, 1988; Demeyer,
1991). Adding acetogenic bacteria daily as a feed
additive to the diet of ruminants can inhibit CH,
production, as they compete with methanogens by
using H, and producing acetic acid. Joblin (Joblin,
1999) reported that artificially increasing the
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concentration of acetogens through exogenous
inoculation could be useful for competing against
methanogens as they have many-fold greater
hydrogen threshold concentration than methanogens.
Similarly, Lopez et al (1999) found that acetogens
suppressed methane production when added to the
rumen fluid in vitro but that they did not persist in
the rumen. However, they concluded that it might be
possible to achieve the same metabolic activity using
acetogens provided as a daily-fed feed additive.
Unfortunately, it has been reported that in the rumen
conditions, acetogens are unable to compete with
methanogenic Archaea. Acetogens are more active in
the gut of termites and the human colon than in the
rumen (Immig, 1996; Klieve, 1999), furthermore
acetogens are more numerous in the hind-gut than in
the rumen of the dairy cow (Fievez, 1999).

Vaccines and other factors:

Several biotechnological strategies are currently
being explored. Vaccination is a novel strategy to
reduce CH, production in ruminants. This approach
has the benefit of using the animal’s immune system
to produce antibodies against specific methanogens,
instead of chemicals, drugs, or antibiotics that may
be potentially harmful to the animal or the
environment. Baker (Baker, 1995) has proposed that
it may be possible to immunize ruminants against
their own methanogens with associated decreases in
CH, output. Shu et al (1999) have shown that such
an approach can successfully reduce the numbers of
Streptococci and Lactobacilli in the rumen. In a
further study by Wright et al (Wright, 2004), two
vaccines were developed, named VF3 (based on
three methanogen strains) and VF7 (based on seven
methanogen strains), which produced a 7.7%
methane reduction per dry matter intake, despite only
approximately 20% of the methanogen population
being targeted. The same research group also created
a vaccine based on five methanogen strains that was
administered in three vaccinations to sheep
(Williams, 2009). An additional vaccine has recently
been developed using subcellular fractions of
Methanobrevibacter ruminantium M1. Twenty sheep
were vaccinated and then revaccinated three weeks
later and the antisera was found to cause
agglutination of methanogens and decrease growth
and methane production in vitro (Wedlock, 2010).

Biological strategies to control methanogens are
one approach influencing CH, production.
Bacteriophages against rumen bacteria, not rumen
Archea, have been detected in the rumen (Swain,
1996; Klieve, 2004). The presence of phages against
archaea in the rumen has also been suggested
(Newbold, 1996). Some bacteriocins are known to
reduce CHy production in vitro (Lee, 2002;
Callaway, 1997). Nisin is thought to act indirectly,
affecting hydrogen-producing microbes in a similar
way to that of the ionophore anti-biotic, monensin
(Callaway, 1997). There is a single in vivo result

reporting a significant 10% decrease of CH,
emissions in sheep with this bacteriocin (Santoso,
2004). In contrast, the expected effect of nisin on the
improvement of nitrogen metabolism was not
observed in other in vivo reports (Santoso, 2004;
Russell, 2002) implying that the same may happen if
CH,; was measured. A bacteriocin obtained from a
rumen bacterium, bovicin HCS5, decreased CH,
production in vitro up to 50% without inducing
methanogens’ adaptation (Lee, 2002). The reported
inhibitory effect on methanogenesis of spent culture
from Lactobacillus plantarum 80 is also probably
induced by a bacteriocin or a similar compound. The
compound(s) in question reduced numbers of
methanogens, but, like many other inhibitors that are
efficient in vitro, the effect was lost in sheep after
continuous administration for a few days (Nollet,
1998).

Plants and their extracts:

Many compounds extracted from plants have
been screened and utilized for their ability to reduce
rumen methanogens, because of the increased
awareness of the hazards associated the use of
antibiotics and chemical feed additives (Wallace,
1996). One such compound is saponin. These are
glycosides found in many plants that have a direct
effect on rumen microbes. Saponins decrease protein
degradation and favor at the same time microbial
protein and biomass synthesis (Makkar, 1996), two
processes that result in reduced availability of
hydrogen for CH,; production (Dijkstra, 2007).
However, the mode of action of saponins seems to be
mostly related to their anti-protozoal effect
(Newbold, 2006). For tannin-rich plants, the
antimethanogenic activity has been attributed mainly
to the group of condensed tannins. Hydrolysable
tannins, although they also affect methanogens
(Field, 1989), are usually considered more toxic to
the animal (McSweeney, 2001) and have not been
extensively tested. The condensed tannins appear to
decrease methane more through reduction in fibre
digestion (indirect effect), while hydrolysable tannins
act more through inhibition of the growth and/or
activity of methanogens- and/or hydrogen-producing
microbes (direct effect). Most essential oils and
active components tested at high doses have inhibited
rumen microbial fermentation, confirming their
antimicrobial activity. Garlic oil, cinnamaldehyde,
eugenol, anethol, and capsaicin are potential options
for application as additives for ruminants. However,
even though in vitro research is still needed for
screening new products and determining mechanisms
of action, there is an urgent need to conduct in vivo
studies to determine the optimal dose in units of the
active component, the potential adaptation of rumen
microflora to the action of these additives, the fate of
these products in the animal and the presence of
residues in meat or milk, and the effects on animal
performance (Calsamiglia, 2007).
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Conclusions:

There is growing worldwide interest in reducing
methane emissions from domestic ruminants.
Methane is a potent greenhouse gas and its release
into the atmosphere is directly linked with animal
agriculture, particularly ruminant production.
Methane mitigation options from ruminants focus on
increasing production per animal, modifying diet,
decreasing numbers of methanogens and methanogen
activity and by reducing livestock numbers.
Moreover, stimulation of propionate production
could be the best alternative hydrogen sink to
methanogenesis in the rumen. Therefore, a strategy
for abatement of methane production should be
considered concurrently with a strategy to enhance
propionate production. A universal feed additive that
works under different conditions may not exist
because effects have been diet and ruminal pH
dependent.  Although various feed additive
candidates are now available to achieve this aim, the
choice of additive must depend on the potency,
safety, and expense of the candidate additive. Models
predicting the amounts of CH,; produced by
ruminants are more of an interest for inventories such
as IPCC and for developing mitigation strategies.
Emphasis should be placed on developing models
predicting CH,; production with minimum
requirements needed as input variables, with the goal
of achieving higher accuracy. For evaluating
mitigation strategies, models that are able to predict
feed intake with reasonable accuracy and that rely on
input data available at the time of predictions should
be developed. It would also be useful to develop
ration formulation models, in which CH, production
per unit product can be used as a constraint.
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Abstract

The main objective of this study is assessing the nutritive value of agricultural by-products
dry palm leave, Aristida pungens in comparison to barley straw by chemical analysis, rumen
fermentation characteristics and gas production technique in vitro. A quantitative analysis of
gases produced from dry palm leaves was compared to that of Drin and barley straw which
are common feeds in the semi-arid and arid regions of Algeria. The results obtained show that
the activity of goats’ rumen microflora is very important on the studied substrate of the arid
regions, which indicates very significant digestibility coefficient. This situation is certainly
due to the high content of barley straw of total soluble sugars and thus more easily
fermentable. For dry palm leaves, the value of in vitro gas digestibility is 49.8 %. It is close to
that of Drinn, probably owing to the fact that these substrates present almost the same level of
lignin and of cellular wall contents. These results suggest a high potential of integrating dry
palm leaves in ruminants’ feed in these areas leading to overcoming the problems of
maintaining feed supply.

Key words: Drinn, goats, dry palm leaves, in vitro gas production, rumen microflora.
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Introduction

Ruminant animals have evolved a unique system which involves a slow pre-gastric fermentation of
plant fibre by bacteria, protozoa, and fungi that provide the host animal with nutrients (volatile fatty
acids, microbial protein and B vitamin). High quality forages are crucial for proper feeding of
ruminant animals since they provide energy, proteins and minerals (McSweeney et al 1999). In the
semi-arid and arid regions of Algeria, the lowest production of forage is during dry season, which
usually lasts for 6-7 months (from Mai to October) and leads to a rapid decline in the quantitative
value of natural vegetation. Ruminants reared in those regions may have problems overcoming
maintenance requirements on natural vegetation without any additional feed supply resulting in low
performance. Agricultural and agro-industrial by-products represent an important fodder reserve for
livestock in harsh conditions that can be used by grazing ruminant in periods of feed scarcity. Dry
palm leaves, the yearly maintenance of date palm trees let considerable quantities of green leaves,
roughly 20 kg per tree (Bahman et al 1997; Pascual et al 2000; Arhab et al 2006). This date palm by-
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product is traditionally used as complementary feeding source for livestock by people who live in
oases. Aristida Pungens (local name drinn), a spontaneous desert plant of the family of
Graminaceous is currently harvested and fed to animals. Knowledge about the potential feeding
value of these plants is insufficient. The nutrient composition of feeds is commonly determined
primarily by chemical analysis. However this does not provide sufficient information to determine
the feed’s true nutritive value. The in vitro gas production system helps to better quantify nutrient
utilization and its accuracy in describing digestibility in animals has been validated in numerous
experiments. The in vitro gas production technique developed by (Menke et Steingass1988), has
been used by (Blummel and Orskov 1993), to determine gas production at several incubation times
and these values could describe the pattern of fermentation of feed, by using the equation of ( Mc
Donald 1981). The main objective of this study is assessing the nutritive value of agricultural by-
products dry palm leave, Aristida pungens in comparison to barley straw by chemical analysis,
rumen fermentation characteristics and gas production technique in vitro.

Material and methods
Plant material

Three fibrous substrates were sampled from an arid region located in the south east of
ALGERIA: Dry palm leaves (whole leaves: rachis plus leaflets) which represent a by-product
of date palm trees (Phoenix dactylifera L.), Aristida pungens (local name Drinn) and barley
straw.

I n vitro incubation

The nutritive value of the three substrates was studied by measuring the volume of gas
produced during the in vitro incubation of samples (200mg DM per syringe) according to the
technique of Menke and Steingass (1988). Blanks and 200 mg of ground samples were
incubated in triplicate into 60 ml calibrated propylene syringes with 30 ml of mixture of
strained rumen fluid and buffer containing sodium hydrogen carbonate. The syringes were
pre-warmed at 39 °C before the injection of 30 ml rumen fluid-buffer mixture into each
syringe followed by incubation in an electrically heated vessel equipped with a rotor runs
continuously at 9 rpm. The syringes were gently shaken 30 minutes after the start of the
incubation and every hour of the first 10 hour of incubation. Rumen fluid was collected from
the rumen of three male goats which were all fed a restricted amount of a commercial
concentrate and wheat straw ad libitum. Immediately after slaughter, in the morning, samples
of fresh digesta were collected from the rumen of the three goats. At the laboratory, rumen
digesta was squeezed through four layers of cheesecloth to ensure liquors contained microbial
population from both the liquid and solid phases. Rumen liquor was homogenized and kept at
approximately 39 °C in a water bath, and flushed with CO, before use. At the end of
incubation (i.e. 96 h), the contents of each syringe were transferred to centrifuge tubes and
centrifuged at 20.000 x g for 20 minutes at 4 °C. The residual pellet was lyophilized in the
tubes overnight. The residual moisture, if any was removed by drying the tubes overnight at
60°C, and then the tubes were weighed. IVDMD was calculated from differences between
initial and residue weights, minus blank tubes.

Chemical analysis

-



Chemical analysis of the three substrates was carried out following AOAC (1990) procedures
for determination of the dry matter (DM) and organic matter (OM). Nitrogen concentration
was determined by a macro Kdjeldahl procedure. Acid detergent fibre (ADF) and neutral
detergent fibre (NDF) were determined by the procedure of Van Soest et al (1991).

Calculations and statistical analysis

Gas was expressed as ml of gas produced per 200mg of dry matter and corrected for blanks.
Cumulative gas production at time ¢ was fitted to the exponential model developed by @rskov
and McDonald (1979) (Y=a + b (1 —exp ), where Y (ml) is gas production at time t, a is the
amount of gas or proportion corresponding to the rapidly degradable fraction, b is the amount
of gas corresponding to the slowly degradable fraction, a+b is the potential gas production
corresponding to potential degradable DM, and c is gas production rate. The estimation of
these parameters was made by the Neway Excel software (Arhab et al 2006; Chen 1997).
Data were subject to analysis of variance (ANOVA) using STATITCF Version 5.

Results and discussion
Chemical composition and gas production

Crude protein content was low in all substrates (Table 1). The results agree with those
reported in the literature (Ehag and Elkhangari 1992; Nicolic et al 1987). However, Pedraza
(1998) announced a value of the higher NDF for the barley straw with 86.9% in DM.
Generally, the three substrates were high in cell wall content, related to the phenological role
of each one. Because of their high content of cell walls and their crude protein deficit, these
three feeds can be regarded as coarse substrates (Chermiti 1997).

Table 1: Chemical analyses of different substrates (%).

DM Ash Cp NDF ADF HC

Drinn 92.4+0.24*  87+051" 520£0.35" 85.2+1.22" 60.9+1.71° 24.3+3"

b c c c c
Barley Straw 90240.17 " 6.25£0.10 >  3.13+0.75° 73.2+1.32° 55.9+1.39° 17.3£1.75

Dry palm leaves 91.8+0.13b 8.25+0.64* 4.840.43°  87.5+0.75" 65.5+1.45" 21.9+0.75°
DM: Dry Matter, HC: Hemicellulose.
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Kinetics of gas production:

The dry palm leaves and the Drinn have almost the same curve of gas production
(Figure 1), because of their closer structure and chemical composition compared to the barley
straw which is characterized by a different curve indicating highe degradability at all times
and a short latency time. This is due to their less fibrous chemical composition and their low
lignin content. The latency time (time from incubation to start of gas production) is a very
important digestibility parameter.

Figure 1. Kinetics of the gas production from the three substrates (BRS
Barley straw, DPL Date palm leaves, ARPS Aristida pungens) and the
blank

The profile of fermentation of the three substrates lengthens before becoming stable at 90
hours. This profile is precisely a characteristic of the fibrous substrates which express a more
or less high latency time and spend a long period of stay in the rumen. Therefore, in order to
maximize the nutrient supply from the leaves, longer residence time in the rumen may be
required which may allow the rumen microbes to attach and degrade the fibre that may
otherwise be resistant to intestinal enzymes (Salawu et al 1999).

Conclusion

Gas production from date palm leaves was comparable with that from Drinn but lower than
from barley straw.
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Résumé

Le méthane émis par les ruminants est considéré comme une perte d'énergie d'alimentation et contribue
également pour 3% environ au réchauffement climatique de la planete. Le méthane est synthétisé dans le rumen
comme l'un des produits de dissipation de I'hydrogeéne qui sont inévitables pour la succession efficace de
fermentation microbienne anaérobie. Plusieurs stratégies de réduction des émissions de méthane provenant du
rumen ont été proposées. Principalement par la manipulation microbienne du rumen (sélection des micro-
organismes du rumen ou vaccination contre les micro-organismes méthanogenes), par l'utilisation d'agents
chimiques, les antibiotiques et les produits naturels tels que des huiles, des acides gras et des extraits de plantes
(additifs qui inhibent les micro-organismes méthanogenes et/ou modifient les orientations métaboliques du
rumen). Une nouvelle approche est le développement de vaccins contre les bactéries méthanogenes. Bien que les
antibiotiques ionophores aient été largement utilisés en raison de leur efficacité et de leur prix abordables,
I'utilisation de matériaux naturels de remplacement est de plus en plus attrayante en raison de problemes de santé
concernant les antibiotiques. Il a été€ conclu que les zones les plus prometteuses pour la recherche future pour
réduire la méthanogénese sont le développement de nouveaux systeémes produit / livraison pour les composés
antiméthanogene dans le rumen et la réduction du nombre de protozoaires dans le rumen. Quelle que soit
I'approche proposée, toutefois, avant que des solutions pratiques soient appliquées dans le domaine, la durabilité
des stratégies de suppression de CH, est une question importante qui doit étre considéré. L'évaluation des
stratégies différentes, en termes d’émissions total des de gaz a effet de serre pour un systéme de production
donné, est discutée.

Mots clés: Méthane, Atténuation, Fermentation ruminale, Méthanogenes.

Abstract

Methane emitted from ruminant livestock is regarded as a loss of feed energy and also a contributor to global
warming. Methane is synthesized in the rumen as one of the hydrogen sink products that are unavoidable for
efficient succession of anaerobic microbial fermentation. Strategies for reduction of methane emissions from the
rumen have been proposed. Mainly through rumen microbial manipulation, by the use of agents including
chemicals, antibiotics and natural products such as oils, fatty acids and plant extracts. A newer approach is the
development of vaccines against methanogenic bacteria. While ionophore antibiotics have been widely used due
to their efficacy and affordable prices, the use of alternative natural materials is becoming more attractive due to
health concerns regarding antibiotics. It was concluded that the most promising areas for future research
for reducing methanogenesis are the development of new product/ delivery systems for antimethanogenic
compounds in the rumen and reduction in protozoal numbers in rumen. Whatever the approach proposed,
however, before practical solutions are applied in the field, the sustainability of CH,4 suppressing strategies is an
important issue that has to be considered. The evaluation of different strategies, in terms of total greenhouse gas
emissions for a given production system, is discussed.

Keywords: Methane, Mitigation, Rumen Fermentation, Methanogens.
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Abstract

The objective of this in vitro study was to compare fermentation patterns of three selected
traditional medicinal plants and to evaluate their potential as antimethanogenic additives in
ruminant feeds. Effects of Nigella sativa, Rosmarinus Officinalis and Zingiber Officinale,
which were incorporated to the fermentation substrate as a dry powder, on ruminal
fermentation, fibre digestion and methane production were studied in vitro in batch cultures of
mixed rumen microorganisms. Serum bottles containing 500 mg of substrate (500 g alfalfa
hay/kg, 400 g grass hay/kg and 100 g barley grain), 50 mg of the plant additive tested and 50
ml of buffered rumen fluid (10 ml sheep rumen fluid + 40 ml culture medium) were incubated
at 39 °C for 24 h. After incubation, gas and methane production, pH and volatile fatty acid
(VFA) concentration in the incubation medium and dry matter and neutral detergent fibre
disappearance were recorded. In general, a high methane reduction was noted with
Monensin (control) and Nigella sativa and no effect was observed with the other treatments.
The amounts of methane produced after 24 hours of fermentation varies between 0,28 and 1,12
mmol/g DM. Monensin drives the highest percentage reduction, with a value of 75% and
Nigella sativa recorded a 20% reduction in value. This study should be complemented by other
in vitro investigations to determine the dose effect of Nigella sativa and also studies by the
Rusitec to ensure stability in time of the observed effects.

Keywords: in vitro fermentation, methanogenesis, medicinal plants, ruminants.
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Chemical composition and in vitro gas production of three local Poaceaes in El djelfa’s region,
North-central Algeria.

S. Medjekal*?, H.Bousseboua®.
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Algeria.
2-Ecole Nationale Supérieure de Biotechnologie Ville Universitaire Ali Mendjeli B.P. E66. Algeria.

The Algerian steppe covers more than 30 million ha of land and constitutes a transition area between
the green belt in the North and the Sahara desert. The diversity and relative abundance of fodder plants has
allowed the steppe to provide animal food for 15% of the Algerian population, and constitutes the main
source of red meat for the population as a whole. However, the major constraint on the performance of
grazing ruminants in these regions is the scarcity of high quality pastures. The situation is even worse during
the dry season when the quality and quantity of the natural pasture declines, resulting in lower intakes and
reduced ruminant productivity. In this study the nutritive value of some Algerian browse species was studied
on the basis of their chemical composition, in vitro gas production and fermentation kinetics (gas production
technique). The browse species were Stipagrostis pungens, Lygeum spartum L. and Sipa tenacissima L.
Generally, there were significant variations (p <0.05) between chemical components of all browse species
studied herein except in CT content. The CP content value of the edible components ranged between 47.06-
75.20 g/lkg DM, the highest CP value was recorded for Lygeum spartum L. The NDF and ADF contents
were relatively high (p <0.05) in Stipa tenacissma L. and low in Lygeum spartum L. with value ranging
from 696.96 to 775.20 g/kg DM and 500.16 to 562.06 g/kg DM respectively. The total gas production and
OMD ranged from 56.49 to 91.15 (ml/g DM) and 38.15 to 59.03 % respectively. Generally, high values (p
<0.05) of gas production and OMD were recorded by Lygeum spartum L. followed by Stipagrostis pungens.
As conclusion, browse species evaluated in the present study show high content of fiber and low crude
protein concentration. Nitrogen supplementation and effects of alkaline treatments are then expected to be
highly beneficial for in vitro organic matter digestibility, as observed in more conventional low quality
forages when dealing with sustainability of low-input livestock farming systems.

Key-words: browse species, gas production, in vitro digestibility, nutritive value.

Evaluation of genetic variability in Algerian clover (Trifolium L.) based on morphological
and isozyme markers.

|. Medoukali, I. Bellil, D. Khelifi.

Laboratoire de Génétique Biochimie et Biotechnologies Végétales, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université
Constantine 1, 25000 Constantine, Algérie.

As part of evaluation and enhancement of genetic resources, genetic variation within and among
fifteen Trifolium species represented by 157 accessions collected in northern Algeria was assessed using
morphological and isozyme markers. Most of morphometric characters contributed to the discrimination of
the species. No significant relationship between environment of the site of collection and morphological
features were appreciated. The two enzymatic systems analyzed; Esterase (EST) and Glutamate
oxaloacetate transaminase (GOT) were considered to be polymorphic. Phenotype diversity of isozyme
markers ranged from 0.07 to 0.61 with an average of 0.31 based on polymorphic information content. The
pair-wise Jaccard similarity coefficient ranged between 0.10 and 0.60 indicating that the collection
represent genetically diverse species. A considerable number of species-specific zymograms were detected
since can used for species identification. The clustering pattern of enzymatic markers was not in
consonance with the groupings based on quantitative traits. This rich variability present among Algerian
clover species can provide good gene resources for breeding program.

Key-words: clover, isozymes, morphology, PAGE, polymorphism.
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Résumé
Cette thése avait pour objectifs principaux I’étude, dans une premicre partie, de 1’effet de la
saison de collecte sur la valeur nutritive, la teneur en tannins et la production de méthane de trois
arbustes fourragers locaux : Atriplex canesens, Astragalus gombo et Calobota saharae, prélevés d’une
zone aride d’Algérie sur trois saisons consécutives. Le travail a consisté a caractériser divers parametres :
la composition chimique des plantes, 1’évaluation de leur potentiel nutritif par la mesure de leur

fermentescibilité et leur digestibilité in Vitro.

Dans une deuxiéme partie, un essai de réduction de la méthanogénese ruminale in vitro a été testé
en présence de trois plantes médicinales locales : Nigella sativa, Rosmarinus officinalis.L. et Zingiber
officinale. Les parameétres étudiés sont : le profil de la fermentation ruminale, la production de gaz
totaux, la production de méthane et la digestibilit¢, de méme que leur impact sur la production
quantitative et qualitative d’acides gras volatiles.

L’analyse chimique révele que la saison de collecte a un effet significatif sur tous les composants
chimiques des trois arbustes étudiés, sauf en tanins condensés. Atriplex canescens détient une teneur tres
¢levée en protéines brutes durant 1’hiver qui atteint 200g/kgMS. Concernant sa teneur en constituants
pariétaux, elle est tres élevée en hiver et au printemps, par rapport aux valeurs d’été. Les mémes
variations en composition chimique sont enregistrées pour Astragalus gombo, contrairement a Calobota
saharae dont les teneurs sont trés élevées en été par rapport a I’hiver et au printemps. Cette situation est
probablement due aux conditions climatiques qui régnent dans la région de M’sila, caractérisée par des
températures élevées et une faible pluviométrie.

Du point de vue chimique, les variations temporelles démontrent que 1’effet saison sur les
différents résultats obtenus est significatif. Cet effet s’exerce par les variations climatiques qui lui sont
associées. En effet, est enregistrée une variabilité nette pour la teneur en matiere azotée totale et en
constituants pariétaux. Malgré les caractéristiques exceptionnelles d’adaptation de la flore spontanée
saharienne aux rudes conditions du milieu, il est évident que sa survie, sa prolifération et sa composition
chimique dépendent étroitement des variations climatiques. Cette étude a des implications pratiques pour
le développement des technologies agro-forestieres. Les trois plantes étudiées ont un bon potentiel
comme arbustes fourragers pour les projets de réhabilitation des écosystemes dégradés dans les zones
arides et semi-arides.

Les plantes médicinales représentent une source naturelle de molécules bioactives qui peuvent
modifier positivement la fermentation ruminale. Une réduction significative de la production de méthane
est observée avec le Monensin. Pour ce qui est du Nigella sativa, il est établi que cette plante est tres
riche en lipides et en stérols, cet état pourrait €tre a ’origine de son action anti-méthanogene. Quant aux
autres traitements testés, ils sont sans effet.

Mots clés
Arbustes fourragers, analyse chimique, tannins condensés, fermentescibilité in vitro, digestibilité,
méthanogénese, plantes médicinales.
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