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1. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad fermentativa del indculo ruminal de
vaquillonas alimentadas con raigras (MO 91%; PB 9,0%; FDN 53%) como Unico alimento o
suplementadas con grano de maiz seco molido (MO 99%; PB 7%; FDN 10%) ofrecido en
diferentes frecuencias diarias. Para ello se utilizaron 20 vaquillonas de raza Hereford (255 +
22 Kg de peso vivo (PV) con catéter ruminal, alojadas de forma individual en jaulas
metabdlicas, las cuales fueron bloqueadas segln su PV y distribuidas aleatoriamente en cuatro
tratamientos. Las vaquillonas fueron alimentadas segun el tratamiento con forraje ad libitum
sin suplemento (TO), o forraje ad libitum y suplementadas con grano de maiz a razon de 1%
de su peso vivo una (T1), dos (T2) u ocho (T8) veces al dia. El forraje se cortd todos los dias
a la hora 11:00 y fue ofrecido a partir de la hora 12:00. Luego de 20 dias de adaptacion se
extrajo liquido ruminal de cada vaquillona que posteriormente fue utilizado como indculo en
un ensayo de produccion de gas in vitro. Para ello fueron utilizadas botellas de 125 ml las que
contenian un medio de incubacion (segin Williams y col., 2005) y uno de los 3 sustratos
utilizados que fueron Medicago sativa (MO 90,9%; PB 20,6%; FDN 32,8%), Trifolium
repens (MO 88,9%; PB 25,2%; FDN 37,7%) y Lolium multiflorum (MO 88,0%; PB 9,8%);
FDN 50,4%) ademas de 2 frascos “blanco” sin sustrato, para evaluar la actividad de
fermentacion mediante la técnica de produccién de gas in vitro. Se midié la presion de gas a
las 2,4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 h del inicio de la incubacién, estos valores fueron
convertidos luego a volumen de gas. Luego fueron ajustados a un modelo exponencial y se
obtuvieron los siguientes pardmetros: volumen potencial de gas (a), la tasa fraccional de
produccién de gas (kd) y el tiempo de latencia (L). Estos pardmetros fueron analizados
mediante PROC MIXED de SAS (2009), teniendo en cuenta el efecto del tratamiento, el
sustrato y su interaccion. No se observaron diferencias significativas entre indculos de los
diferentes tratamientos en la produccion potencial de gas ni en la tasa fraccional de
produccién de gas, asi como tampoco interaccion de tratamiento y sustratos para estos
pardmetros. Si se encontraron diferencias significativas para el tiempo de latencia en la
produccion de gas entre los diferentes tratamientos (P<0,01), sustratos (P<0,01) y su
interaccion (P<0,01). En base a los resultados concluimos que aumentar la frecuencia de
suplementacion con granos de maiz a un nivel del 1% del PV a vaquillonas alimentadas con
pasturas de calidad media no tuvo efectos significativos sobre la actividad fermentativa del
indculo ruminal.



2. SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the ruminal inoculum fermentation activity in heifers
fed exclusively fresh ryegrass (OM 91%, CP 9.0%; NDF 53%) and supplemented or not with
dry corn grain (99% OM; CP 7% NDF 10%) offered at different daily frequencies. Twenty
Hereford heifers (255 + 22 kg of BW) with ruminal catheter were housed in metabolic cages,
blocked by BW and randomly assigned to one to four treatments. Heifers were fed fresh
ryegrass ad libitum and were not supplemented (TO) or fresh ryegrass ad libitum and
supplemented with corn grain at 1% of bodyweight I one (T1), two (T2) or eight (T8) meals
per day. Forage was cut every day at 11:00 am and offered ad libitum all day long until the
next morning. After an adaptation period of 20 days, ruminal fluid of each heifers was used to
evaluate fermentation activity by in vitro gas production technique. The inoculum was
incubated at 39° C in different bottles containing 125 ml of incubation medium (according to
Williams et al., 2005) and one of the 3 substrates used which were Medicago sativa (OM
90.9% CP 20.6%, NDF 32.8%), Trifolium repens (OM 88.9% CP 25.2%; FDN 37.7%),
Lolium multiflorum (OM 88.0% 9.8% CP; FDN 50.4%) and 2 bottles without substrate
(blank), to evaluate the fermentation activity through in vitro gas production technique. Gas
pressure was measured at 2.4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 48, 72 and 96 h since the beginning of
incubation and these data were converted to gas volume. They were then fitted to an
exponential model and potential gas volume, the fractional rate of gas production and lag
were analyzed by PROC MIXED, considering the effect of treatment and substrate and their
interaction. No significant differences were observed between inoculum of different
treatments in the potential of gas production (a) or fractional gas production rate (kd) or the
interaction of treatment and substrates for these parameters. Differences were found in the lag
time between treatments (P <0.01), substrates (P <0.01) and their interaction (P <0.01).
According to these results, it is concluded that an increase in the frequency of
supplementation with corn supplemented at 1% of the body weight in heifers fed medium
quality fresh forage had no significant effect on the activity of ruminal inoculum.



3. INTRODUCCION

La suplementacion estratégica de rumiantes con concentrados es muy utilizada en los sistemas
ganaderos pastoriles como herramienta para mejorar el desempefio animal, la productividad
por hectarea (Rearte y Santini 1989; Elizalde y Santini 1992), corregir posibles deficiencias
de las pasturas, mantener la carga animal a lo largo del afio (Pigurina, 2000) y mejorar el
aprovechamiento de los recursos forrajeros disponibles (Bargo y col., 2003).

En animales cuya dieta se basa en forrajes, la suplementacién con granos que aportan
carbohidratos de rapida fermentacion genera efectos asociativos a nivel ruminal que pueden
ser positivos 0 negativos, dependiendo si aumentan o disminuyen el consumo de nutrientes y
el aprovechamiento digestivo de la dieta (Dixon y Stockdale 1999). En este sentido algunos
estudios de suplementacion han reportado efectos asociativos negativos cuando se incorporan
granos a la dieta de rumiantes. Los efectos asociativos negativos ocurren por una rapida
fermentacion de los carbohidratos, generando un aumento en la produccién de &cidos grasos
volatiles (AGV), una caida brusca del pH ruminal, resultando en una menor digestibilidad de
la fibra de la dieta por una menor actividad fermentativa de la poblacion microbiana
fibrolitica (Dixon y Stockdale, 1999). A mayor proporcion de concentraos en la dieta de los
rumiantes, mas agudos y marcados son estos cambios (Aguerre y col., 2013).

Es por ello que se han estudiado propuestas que aumentan el consumo de nutrientes sin
afectar el aprovechamiento digestivo de los forrajes y de la dieta total. La suplementacién en
diferentes frecuencias diarias en animales que se alimentan de forrajes resulta una muy buena
herramienta de manejo de la alimentacién logrando reducir o eliminar posibles efectos
asociativos negativos gracias a una actividad fermentativa ruminal mas estable (Aronen,
1991; Soto-Navarro y col., 2000; Robles y col., 2007). Esta estabilidad responde a menores
fluctuaciones del pH ruminal (Kaufmann, 1976; Aronen, 1991; Robles y col., 2007), a
concentraciones postprandial menores y mas estables del nitrdgeno amoniacal (N-NH3) (Yang
y Varga, 1989), lo que permiten a su vez sincronizar el aporte de carbohidratos con la
degradacidn proteica del forraje (Rearte y Pieroni, 2001). Observandose mayores ganancias
diarias de peso en animales de carne (Gibson, 1981) y una mayor produccion en vacas
lecheras (Gibson, 1984; Yang y Varga 1989).

A nivel internacional se han realizado experimentos de frecuencias de alimentacion y de
frecuencias de suministro del concentrado, en los que se han estudiado tanto sus efectos a
nivel digestivo como productivo expresados en términos de ganancia de peso vivo y
produccién de leche (Yang y Varga 1989; Aronen, 1991; Soto-Navarro y col., 2000; Robles y
col., 2007). Sin embargo hemos encontrado muy pocos trabajos de frecuencias de
alimentacion o frecuencias de suministro del concentrado que evallen la actividad
fermentativa ruminal.

En este trabajo se evaluara si la suplementacion y la frecuencia de suplementacién producen
cambios sobre la actividad fermentativa de la biomasa microbiana y su capacidad para
fermentar distintos forrajes, lo que contribuira a la informacion ya existente para establecer si
es necesario el fraccionamiento diario del concentrado al suplementar bovinos y aportar
explicaciones a los procesos observados en experimentos in vivo.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. Ambiente ruminal y actividad fermentativa en bovinos.

Los alimentos ingeridos por los rumiantes sufren una primera fermentacion por los
microorganismos (m.o.) en el reticulo-rumen, una hidrolisis acida y degradacion enzimética
en abomaso e intestino delgado, y una segunda fermentacion en ciego e intestino grueso
(Merchen y col., 1997).

Los rumiantes poseen un sistema de fermentacion de los alimentos por parte de m.o.
ruminales previo a la accion de las propias enzimas digestivas (Owens y Goetsch, 1988).
Estos m.o. ruminales son los responsables de la degradacién de los alimentos consumidos y
formacion de sustancias aprovechables por el rumiante como acidos organicos, gases y N-
NH; (Calsamiglia y Ferret, 2002; Kozloski, 2002). De esta manera la estrategia alimentaria de
los rumiantes se basa en la simbiosis entre los m.o. ruminales y el huésped (McDonald y col.,
2006) para obtener energia de alimentos fibrosos de manera mas eficiente que la que logran la
mayoria de los herbivoros (Van Soest, 1994). El grado y el tipo de transformacion de los
alimentos en el rumen determinan el rendimiento productivo del animal (Mackie y White,
1990).

El reticulo-rumen proporciona un sistema de cultivo continuo favorable para la fermentacion
de los m.o ruminales. Algunas de las caracteristicas que lo hacen posible son: un ambiente
cercano a la anaerobiosis, gracias al rapido consumo de oxigeno que ingresa, un pH cercano a
la neutralidad (6,2 - 7,0) y una temperatura estable entre 38 y 42°C (McDonald y col., 2006).
Segun Calsamiglia y Ferret (2002), asi como Kamra (2005), de todos los factores del medio
ruminal el pH es el mas susceptible a variaciones. Esta variacion va a depender del equilibrio
entre la produccion de &cidos en el proceso de fermentacion, la rapidez de absorcion de los
mismos y de la secrecion de saliva que aporta tanto fosfatos como bicarbonato que acttan
como tampones (McDonald y col., 2006; Zebeli y col., 2010).

La microbiota del rumen es la responsable de la fermentacion y de la gran eficiencia de los
rumiantes para utilizar una variada gama de alimentos. Esta es a su vez es muy diversificada,
compuesta por bacterias (10'°-10" células/ml de liquido ruminal), protozoos (10°-10°
células/ml de liquido ruminal), hongos (10°-10° zoosporas/ml de liquido ruminal), arqueas
(10°-10° células/ml de liquido ruminal) y bacteriéfagos (5x10" fagos/ml de liquido ruminal)
(Church, 1993).

Segun Kamra (2005) esta poblacion microbiana es estable y dindmica al mismo tiempo,
siendo estable porque esta establecida y ha llevado a cabo la funcion de bio-conversion del
alimento en AGV; y dinamica ya que cambia de forma considerable con el cambio de la dieta.
Se ha observado que el nimero y proporciones relativas de las distintas especies que habitan
en el rumen estan influenciadas principalmente por la dieta del animal (Yokohama y Johnson,
1988).

También, al variar la dieta y la microbiota ruminal, varian los productos finales de la
fermentacion. Por ejemplo: las dietas a base de forraje, ricas en celulosa, estimulan la accion
de las bacterias celuloliticas que producen principalmente acido acético, mientras que dietas
ricas en almidon estimulan la actividad de las bacterias amiloliticas que producen una mayor
proporcion de acido propidnico (Owens y Goetsch, 1988; Kaufmann y Saelzer, 1980).

En general la alimentacion de los rumiantes se basa principalmente en forrajes, los cuales
contienen altos porcentaje de carbohidratos estructurales en su composicion (McDonald y



col., 2006). Los carbohidratos, proteinas y lipidos consumidos deben ser divididos hasta
formas mondmeras para su aprovechamiento (Owens y Goetsch, 1988).

Los carbohidratos se clasifican en: por un lado, monosacéridos y por otro lado polisacéridos,
los cuales a su vez se dividen en estructurales (celulosa, hemicelulosa) y no estructurales
(almiddn y azucares solubles, pectinas). Los polisacaridos estructurales representan la mayor
parte de la membrana celular vegetal siendo la celulosa la mas abundante. La pectina es
altamente soluble y de répida fermentacion ruminal, mientras que la celulosa y hemicelulosa,
dependiendo del estado de madurez del forraje, se encuentran ligados a una sustancia fendlica
Ilamada lignina, retardando el acceso de los m.o. a los carbohidratos y por lo tanto su
fermentacién (Church, 1993).

La mayor parte de los carbohidratos del alimento son fermentados dando lugar a la
produccion de AGV principalmente de cadena corta como los acidos acético, propionico y
butirico, teniendo al piruvato como principal producto intermedio del metabolismo
microbiano (Rearte, 1992; Van Soest, 1994). Estos AGV resultan como productos
secundarios de la fermentacion ruminal para los m.o., pero para el rumiante son la principal
fuente de energia.

La concentracion de ruminal de AGV varia de 70 a 130 mmol/l (Bergman, 1990). La cantidad
y perfiles de estos AGV dependen de la dieta (Annison y Lewis, 1966), del tipo y cantidad de
carbohidratos ingeridos con el alimento y la estructura fisica de este. La fermentacion ruminal
de forrajes fibrosos en estado avanzado de maduracion, con un alto contenido de celulosa y
lignina, genera perfiles de AGV con una mayor concentracion de acido acético, mientras que
los forrajes en un estado méas temprano de maduracién tienden a producir menos acido acético
y mayor proporcion de acido propionico (Church, 1993). En la medida que disminuye el
tamafio de las particulas del alimento, se produce una modificacion similar en la relacion
acetico/propidnico aunque también aumenta la proporcién del acido butirico (Maynard y col.,
1981).

Dietas ricas en carbohidratos no estructurales (almidén) producen una concentracion mayor
de AGV (Balch y Rowland, 1957), favoreciendo la formacién del acido propionico y cierto
incremento del &cido butirico (Church, 1993). La adicion de concentrados a una dieta
forrajera causa una disminucion en la concentracion de acido acético, aumentando la del acido
propidnico principalmente (Zabaleta de Lucio, 1976; Maynard y col., 1981). Sin embargo la
suplementacion con alimentos ricos en almidon (concentrados) a menudo disminuyen el
consumo de forraje y la digestibilidad de la fibra (Paterson y col., 1994). Por lo tanto en la
formulacién de dietas para los rumiantes se debe buscar el equilibrio entre los niveles de
carbohidratos fibrosos (estructurales) y no fibrosos (no estructurales) con el objetivo de
optimizar la ingestion de energia sin provocar alteraciones patologicas en el rumen
(Calsamiglia y Ferret, 2002).

La degradacion de las proteinas del alimento es un proceso enzimatico realizado por proteasas
de origen microbiano (fundamentalmente bacteriano y una menor proporcion proveniente de
protozoos) (McDonald y col., 2006), hasta convertirlos en péptidos, AA, amoniaco (NHz),
acidos organicos y CO, (Bach y col., 2005).

Los m.o. ruminales pueden absorber pequefios péptidos y AA, descomponerlos en NH3 y
acidos organicos, o utilizarlos para la sintesis de proteina microbiana. EI N-NH3; también
puede originarse de la descomposicion (por parte de enzimas de origen microbiano) del
nitrégeno no proteico exogeno ingresado al rumen con la dieta (urea) o de origen endogeno



que llega al rumen con la saliva o por difusién directa por la pared del rumen (Kozloski,
2011).

Una de las principales determinantes en la sintesis de proteina microbiana es la disponibilidad
ruminal de sustratos energéticos, es por ello que la utilizacion de concentrados energéticos
ricos en carbohidratos rapidamente fermentescibles hace mas eficiente la captura de nitrégeno
(N) a nivel ruminal proveniente de las pasturas (Van Soest y col., 1991). Ademas, dichos
nutrientes deben estar disponibles en forma sincronica (Valkeners y col., 2006). Segun
Huntington (1997) la baja disponibilidad de energia o la falta de sincronia entre ella y el
suministro de N, limitan el uso del N disponible por parte de los m.o.

La proteina microbiana representa la fuente mas abundante de proteina que llega al duodeno,
la cual es altamente digestible y de una excelente calidad debido al perfil de AA que
suministra (Stern y col., 1994; Schingoethe, 1996).

Se ha sugerido que las condiciones ruminales éptimas para la degradacién de los
carbohidratos y la sintesis de proteina microbiana estan caracterizados por un pH cercano a la
neutralidad (6.7-6.8), una concentracion de NH3 de al menos 5-8 mg/dl y de AGV de 75-90
mmol/l, con una relacién acético/propidnico de 3,5/1 (Kaufmann y col., 1980; Rearte, 1992;
Van Soest, 1994).

4.2.  Suplementacion de rumiantes.

El consumo de materia seca (MS), la cantidad de nutrientes digestibles en la misma y la
eficiencia con la que estos son utilizados por la flora microbiana y por el animal, determinan
la productividad del rumiante (Rearte y Santini, 1989). En los sistemas de produccion donde
los animales se alimentan de forraje fresco a través del pastoreo directo, tal como ocurre en la
gran mayoria de los sistemas ganaderos de nuestro pais, la suplementacion con concentrados
ha sido una herramienta muy utilizada. La misma busca principalmente cubrir deficiencias
tanto cuali como cuantitativas de los recursos forrajeros para optimizar la productividad
individual de los animales y por unidad de superficie a lo largo del afio o en momentos
estratégicos (Elizalde y Santini, 1992; Bowman y Sanson, 1996; Reis y col., 2009).

La suplementacién puede ser energética o proteica, pero segun Bargo y col. (2002) y en
acuerdo con un trabajo realizado por Repetto y col. (2001) en estos sistemas basados en el
consumo de pasturas templadas implantadas la proteina no seria una limitante nutricional
aunque si la energia. En estas situaciones el suplemento debera aportar carbohidratos de
rapida degradacion, por lo que los granos de cereales y algunos subproductos son adecuados
para la suplementacion (Cajarville y Repetto, 2013).

Los granos de cereales son utilizados como suplementos energéticos los cuales poseen altos
contenido de almiddn, de hasta un 72% y son clasificados en de rapida (trigo y cebada) y de
lenta degradacion (maiz, sorgo) (Offner y col, 2003). El grano de maiz un cereal de alto valor
energético, con un alto contenido de almidén (63-65%) de lenta degradacion y con un bajo
contenido de FND (8-9%). Esta FND esta compuesta por celulosa y pentosas con un bajo
contenido de lignina (Offner y col, 2003; Repetto y col, 2003).

La suplementacion genera efectos sobre el consumo voluntario de forraje, en este sentido
Lange (1980) ha clasificado el tipo de respuesta de la suplementacion sobre el consumo en:



efecto de adicion, donde el consumo de suplemento se suma al consumo de forraje sin ser
afectado, incrementando el consumo total de MS. Efecto de sustitucion el cual hace que el
consumo de forraje disminuya a medida que aumenta el consumo de concentrado, pudiendo
mantenerse o aumentar el consumo total de MS. El efecto de adicion con sustitucion ocurre
cuando la cantidad de forraje consumido disminuye pero el consumo total de MS aumenta a
expensas del concentrado. Existen también el efecto de adicion con estimulo que sucede
cuando el concentrado causa un aumento en la ingestion de forraje (aumentando el consumo
total de MS), y el efecto de sustitucion con depresion ocurre cuando el consumo de forraje
disminuye de tal forma que también disminuye el consumo total de MS.

Normalmente lo que maés afecta la ingesta de nutrientes cuando los animales suplementados
consumen forrajes de alta calidad es la tasa de sustitucion, sin embargo cuando los animales
suplementados consumen forrajes de baja calidad lo que mas afecta la ingesta de nutrientes es
la depresion de la digestion de la fibra (Elizalde y col, 1999).

Dos factores influyen en la ingesta de nutrientes cuando los bovinos en pastoreo son
suplementados con concentrados: la sustitucion del consumo de forraje por concentrado y la
depresion sobre la digestion de la fibra. Elizalde y Santini, (1992) sostienen que el objetivo de
la suplementacién con alimentos ricos en energia es lograr una sustitucién parcial del forraje
fresco aumentando el consumo total de MS, es decir una respuesta de sustitucion con adicion
en el consumo total de MS.

4.3.  Produccion de gas in vitro.

Las caracteristicas de fermentacion de los alimentos en el rumen pueden ser estudiadas por
métodos in vivo o in vitro (Van Soest, 1994). Las técnicas de fermentacidn in vitro se
desarrollaron con el propdsito de evaluar los alimentos de manera menos costosa, mas rapida
y con un namero menor de animales (Mould y col., 2005).

La técnica de produccion de gas in vitro, en la que los alimentos son incubados con buffer y
liquido ruminal, permite determinar la magnitud y cinética de fermentacion del alimento a
través del volumen de gas producido durante el proceso fermentativo (Theodorou y col.,
1994). El gas producido se mide como un indicador indirecto de la cinética de fermentacion
(Rymer y col., 2005). En general en la técnica de produccion de gas in vitro se utilizan
sustratos molidos, un medio anaerdbico, buffer, indculo ruminal (conteniendo m.o. viables) y
temperatura de incubacion de 39°C (Williams, 2000).

Existen métodos manuales, semiautomaticos o totalmente autométicos para medir la
produccion de gas en valores de presion, y el volumen constante (en ml), con transductores o
sensores (Rymer y col., 2005). Estas técnicas se puede utilizar para la evaluacion de los
alimentos, para investigar mecanismos de fermentacion microbiana y para estudiar el modo
de accion de los factores anti-nutritivos, aditivos y suplementos alimenticios (Lépez y col.,
2007).



Las principales ventajas de la técnica de produccion de gas estdn dadas por el bienestar
animal, el tamafio de la muestra, el costo y la descripcion de la cinética de fermentacion
(Mould y col., 2005).

El andlisis de los datos obtenidos a partir de esta técnica se basa en modelos matematicos para
estimar el indice y grado de digestion acumulativa de los alimentos a partir de la produccion
de gas (Lépez y col., 2007). Las curvas de produccion de gas pueden ser ajustadas a diferentes
modelos matematicos. Los mejores modelos son aquellos que presentan el mejor balance
entre la capacidad de ajuste de los datos y la coherencia bioldgica, siendo necesaria su
evaluacion en las mas variadas condiciones experimentales a fin de escoger el mejor para
cada sistema (Posada y Noguera, 2007).

Uno de los modelos mas utilizado es el exponencial simple con tiempo de latencia, el cual
supone que la tasa de produccion de gas es constante y que depende del sustrato disponible
una vez alcanzado el tiempo de colonizacion. Durante la fase inicial ocurre la hidratacion y
colonizacion del sustrato insoluble por los m.o. ruminales. Luego cuando el sustrato es
saturado por los m.o. ruminales y enzimas ocurre la fase exponencial, donde se degrada
primero la parte méas degradable del sustrato y el sustrato menos degradable precisa de méas
tiempo para ser degradado. Finalmente cuando la fraccion potencialmente degradable ha sido
digerida, la produccion de gas es cero (Posada y Noguera, 2007).

Como desventaja se menciona la falta de uniformidad en las metodologias, lo que dificulta la
comparacion de resultados entre grupos de investigacion (Williams, 2000). Segin Rymer y
col. (2005) algunos de los efectos que dificultan la comparacién entre grupos de investigacion
son: cambios en la presion atmosférica afectada por la altitud, la agitacion del medio, tamafio
de la muestra y su preparacion, tipos de indculos, efecto del uso de blancos, composicién del
medio de cultivo, efecto de los tipos de aparatos utilizados y los diferentes sistemas de
evaluacion.

Sin embargo, la fuente de variacion mas importante es el origen del indculo. La actividad de
la microbiota presente en el indculo tiene mayor influencia que el sustrato sobre la produccion
de gas (Rymer y col., 2005), es por esto que la produccién de gas in vitro puede ser utilizada
para evaluar la actividad fermentativa de diferentes indculos provenientes de animales
sometidos a diferentes tratamientos nutricionales tal como es el caso del presente trabajo.



5. HIPOTESIS

El fraccionamiento del suministro del concentrado a vaquillonas alimentadas ad libitum con
forraje fresco permitira atenuar los efectos negativos de la suplementacion sobre la actividad
fermentativa de los in6culos ruminales frente a distintos forrajes.

6. OBJETIVO

Evaluar, mediante la técnica de produccion de gas in vitro, la actividad fermentativa de
indculos ruminales de vaquillonas que consumen forraje fresco ad libitum como Unico
alimento o forraje ad libitum y grano de maiz a razén de 1% de su PV suministrado a
diferentes frecuencias diarias.



7. MATERIALES Y METODOS

El ensayo experimental a campo y procesamiento primario de las muestras fue realizado en el
Campo Experimental N°2 de la Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica,
Libertad (San Jose, Uruguay). Los analisis de composicion quimica se realizaron en el
Laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Veterinaria (Montevideo, Uruguay).
Todos los procedimientos con los animales fueron realizados de acuerdo al protocolo
experimental aprobado por la Comision de Etica en el Uso de Animales de la Facultad de
Veterinaria (CEUAFVET - PI 11).

7.1.  Animalesy tratamientos

Se utilizaron 20 vaquillonas Hereford de 255 + 22 Kg de PV, de 18 meses de edad, las cuales
fueron alojadas individualmente en jaulas metabdlicas, bloqueadas por PV y luego asignadas
al azar a uno de los 4 tratamientos.

Los animales consumieron forraje ad libitum, el cual fue cortado con pastera a una altura de
10 cm del suelo de una parcela seleccionada. EI mismo estaba compuesto en un 98,5% por
raigrds (Lolium Multiflorum) y 1,5% de trébol blanco (Trifolium repens), ambos en estado
vegetativo.

Los tratamientos consistieron en:

e TO: pastura ad libitum.

e T1: pastura ad libitum + grano de maiz a razon de 1% PV una vez al dia (hora 09:00).

e T2: pastura ad libitum + grano de maiz a razon de 1% PV, fraccionado en dos veces al
dia (hora 09:00 y 21:00).

e T8: pastura ad libitum + grano de maiz a razén de 1% PV, fraccionado en ocho veces
al dia (hora 09:00, 10:30, 12:00, 13:30, 15:00, 16:30, 18:00 y 19:30).

La pastura se cort6 diariamente a la misma hora (hora 11:00) para todos los tratamientos y fue
administrada ad libitum a partir de la hora 12:00. El forraje sobrante de cada dia fue
desechado al dia siguiente luego del siguiente corte. El agua de bebida también fue
suministrada ad libitum durante todo el experimento.

Cuadro I. Composicion quimica de los alimentos utilizados (media£DE)

MS MO PB FND FAD EE

Alimento (%) % MS) (% MS) (% MS) (% MS)
(% MS)

Forraje® 24+14 9130, 9+0,8 5346,2 35479  2,240,23

Suplemento® 8202 9905 740,2 10+0,5 3t0,4  4,02031

MS: materia seca; MO: materia organica; PB: proteina bruta; FND: fibra neutro detergente; FAD: fibra acido
detergente; EE: extracto etéreo.

& Compuesto por: Lolium multiflorum (98,5%) y Trifolium repens (1,5%).

® Grano de maiz seco y molido (Zea mays).

El ensayo tuvo un periodo de adaptacion de las vaquillonas a la dieta y a las condiciones
experimentales de 20 dias de duracion. Previo a ese periodo se le implanté quirdrgicamente a
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cada vaquillona un catéter ruminal por el flanco izquierdo, para la extraccion de liquido
ruminal.

Terminado el periodo de adaptacion, se le extrajo liquido ruminal a cada vaquillona en forma
individual para evaluar la actividad fermentativa de los indculos mediante la técnica de
produccidn de gas in vitro que se describe a continuacion.

7.2.  Produccion de gas in vitro.

Para la determinacion de la produccion de gas in vitro se utiliz6 como modelo el
procedimiento descrito por Mauricio y col. (1999).

Se utiliz6 como indculo el liquido ruminal fresco de cada una de las vaquillonas sometidas a
los diferentes tratamientos, el cual se recogio a la hora 15:00 (6 horas después del primer
suministro del concentrado, en ese momento las vaquillonas del T2 y T8 ya habian consumido
la mitad de las asignaciones diarias del concentrado). El liquido ruminal de cada vaquillona se
incub6 en 5 botellas de vidrio de 125 ml junto con uno de los 3 forrajes (Medicago sativa,
Trifolium repens o Lolium multiflorum) como sustrato (cuadro I1). Ademas se incubaron 2
botellas “blanco” por animal, a los cuales no se les agregd ningun sustrato. Por lo tanto, cada
tratamiento tuvo un total de 25 botellas.

Cuadro Il. Composicion quimica de los sustratos utilizados en la técnica de
produccion de gas in vitro

Alimento MS MO PB FND EE
(%) (% MS) (% MS) (% MS) (% MS)
Trébol Blanco  13+0,01 90+0,3 25+0,8 38+0,5 4+0,13
Alfalfa 19+0,01 91+0,1 21+0,6 33+0,3 340,01
Raigras 18+0,01 89+0,2 10+0,8 50+0,8 30,08

El dia previo al agregado del liquido ruminal, se introdujo en las botellas de vidrio, 0,5 g de
MS de cada sustrato (seco y molido a un tamafio de 1 mm) y se le adiciond 38 ml de solucién
basal libre de N, 2 ml de solucion buffer y 0,5 ml de solucion reductora de acuerdo a Williams
y col. (2005) (Cuadro III). Inmediatamente después las botellas se saturaron con CO,, se
taparon y almacenaron durante toda la noche a 4°C. A la mafiana siguiente, previo a la
inoculacion fueron precalentadas en un bafio maria hasta alcanzar la temperatura de
incubacion (39°C).

El liquido ruminal fue extraido a través de los catéteres de las vaquillonas de cada
tratamiento. En el momento de la inoculacién se agregdé a cada botella 10 ml del liquido
ruminal fresco, se saturaron nuevamente con CO,, se taparon con tapon de goma y sellaron
herméticamente con precinto de aluminio.

Las botellas fueron colocadas en bafio maria (39°C) donde permanecieron durante el periodo
de incubacion (96 horas).
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Cuadro I1l. Composicion de las soluciones utilizadas en el medio de incubacién para la
produccién de gas in vitro (Williams y col., 2005).

a) SOLUCION BASAL LIBRE DE N (g/l de agua destilada)

KCI 0,60
NaCl 0,60
CaCl, 2H,0 0,20
MgSQ,7H,0 0,50
KH,PO4 1,46
Na,HPO,4 3,55
Solucién minerales traza (g/l de HCI 0,02 molar) 10 ml por litro de Solucién basal
MnCI2,4HZO 0,03
FeSO,.7H,0 0,02
ZnCl, 0,03
CuCl,H,0 0,03
CoCl,6H,0 0,05
Se0, 5,00
NiCl, 6H,0 0,25
Na,MoQO,42H,0 0,25
NaVO3 0,03
HsBO; 0,25
Solucién hemina (g/l de agua destilada) 10 ml por litro de solucién basal

Hemina 0,10

b) Solucién reductora (g/l de agua destilada)
Na,S.9H,0 20,50
c) Solucion Buffer (g/l de agua destilada)
Na,COs 82,00

La presion de gas expresada en psi (libras por pulgada cuadrada) se midié con un manémetro
digital (RZ-6860 a -00, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, EE.UU.), y se registraron los valores a
las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 horas desde el inicio de la incubacion. Una vez
realizada cada medicidn, se vacio la presion interna de cada botella, se agitaron y devolvieron
al bafio maria hasta la préxima hora de medicién.

Los registros de presion (psi) fueron transformados a volumen (V) mediante una ecuacion de
regresion (R”= 0,998) obtenida en un experimento anterior:

V = 4,40 P + 0,09 P’
Donde “V” es el volumen de gas en ml.

Los volumenes de gas obtenidos a partir de cada botella fueron ajustados a un modelo
exponencial simple con latencia (lag):

V=a[l-e™*®H

Donde “V” es el volumen de gas (ml) en el tiempo “t” (horas), “a” es la produccion potencial
de gas (ml/g de MO incubada), “kd” es la tasa fraccional de produccion de gas (ml/h) y “L” es
el tiempo de latencia (h).
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7.3. Analisis estadisticos

Los parametros “a”, “kd” y “L” se analizaron por PROC MIXED (SAS, 2002), teniendo en
cuenta el efecto fijo del tratamiento (T), del sustrato (S), y la interaccion entre “T” x “S” de
acuerdo al siguiente modelo:

Yij=H+ Ti+ S+ (T x S)jj + &k

Las medidas se compararon con el test de Tukey y se consideraron diferencias
estadisticamente significativas cuando P<0,05 y tendencias cuando 0,05<P<0,10.

13



8. RESULTADOS Y DISCUSION

Las diferentes frecuencias de suplementacion no afectaron el volumen ni la velocidad de
produccién de gas (Cuadro V).

Cuadro IV. Efecto de la suplementacion y la frecuencia de suministro de maiz sobre la
actividad fermentativa de los inoculos ruminales de vaquillonas de carne para fermentar
distintos forrajes incubados en un ensayo de produccion de gas in vitro.

. Tratamiento® 5 P©
Parametro ——3 T1 T2 T EEM T S T=S
a 218 217 219 230 40,0 036 <001 0,60
Kd 50 57 55 46 0.45 0.45 0.05 0,27
L

0,7° 0,4° 1,5° 1,9% 1,06 <0,01 0,01 <0,01

A T0: pastura ad libitum sin suplementacion; T1, T2, T8: pastura ad libitum y suplementacién con grano de maiz
seco y molido a razén de 1% del PV en una, dos u ocho veces al dia respectivamente.

B Error estandar de la media (n=5).

© Nivel de significancia.

a: Produccidn potencial de gas (ml de gas/g de MO incubada).

Kd: Tasa fraccional de produccidn de gas (ml/h).

L: Tiempo de latencia (h).

2b: indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre los valores de L de los diferentes
tratamientos.

No se detectaron efectos del tratamiento sobre la produccién potencial de gas ni en la tasa
fraccional de produccion de gas, asi como tampoco se detectd interaccion de tratamiento por
sustratos para estos pardmetros.

El efecto sustrato observado para estas variables se puede explicar por la diferencia entre los
distintos tipos de forrajes (gramineas vs. leguminosas) y a las diferencias en sus
composiciones quimicas (ver cuadro Il). El raigrés fue el sustrato que tuvo numeéricamente
una mayor produccion potencial de gas, siendo significativamente superior al trébol blanco y
a la alfalfa (P<0,01). Este hecho resulta llamativo debido al mayor contenido de fibra del
raigrds en comparacion a los demdas sustratos (ver Cuadro II), sin embargo el
acostumbramiento de los m.o. ruminales al forraje de la dieta base de las vaquillonas (similar
al raigras incubado) puede explicar este resultado. Se observo una tendencia (P=0,05) en la
tasa fraccional de produccion de gas de acuerdo al sustrato empleado. En este caso la alfalfa
tuvieron una mayor velocidad de produccion de gas que el raigras independientemente del
tratamiento.

A pesar de esto en este ensayo el efecto sustrato no cobra importancia ya que el objetivo fue
evaluar la actividad del in6culo ruminal segun el tratamiento aplicado y no sobre un sustrato
en particular. A pesar de que en el presente ensayo el objetivo fue evaluar la actividad del
inoculo ruminal segdn el tratamiento aplicado y no sobre un sustrato en particular, el efecto
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sustrato cobra cierta importancia ya que existieron diferencias significativas en los tres
pardmetros estudiados.

Por el contrario, si se encontraron diferencias significativas para el tiempo de latencia en la
produccion de gas entre los diferentes tratamientos (P<0,01), sustratos (P=0,01) y para su
interaccion (P<0,01). Cuando analizamos la interaccion entre tratamiento y sustrato, se
observa efecto del tratamiento sobre el tiempo de latencia cuando el Raigras fue el sustrato
utilizado. En este caso el tiempo de latencia fue menor para TO y T1 en comparacion a T2 y
T8.

Mould y Orskov (1983), asi como Calsamiglia y col. (2008) observaron que hay efectos en el
rumen dependientes del tipo del sustrato fermentado y lo llamaron “Efecto Carbohidrato”,
donde la degradacion de la fibra y perfil de fermentacion en rumen cambia cuando
adicionamos concentrados independientemente de los cambios de pH. En este sentido varios
estudios han demostrado que la suplementacién con alimentos ricos en almidon deprime la
degradacion ruminal de la fibra, incluso en situaciones en la que no hay una reduccion
significativa en el pH ruminal (Grant y Mertens, 1992; Mould y Orskov, 1983; Mould y col.,
1983). La degradacion del forraje depende principalmente de la adherencia microbiana a las
particulas de alimento (McAllister y col. 1994), por lo tanto el efecto de los carbohidratos
disminuyendo la degradacion de la fibra es debida probablemente a la inhibicion directa o
indirecta de la adherencia bacteriana a los alimentos.

Aronen (1991) estudio la fermentacion ruminal en animales en crecimiento segin la
frecuencia de suplementacion y observo un tiempo de latencia mas corto de la degradacion
del forraje para los animales suplementados una sola vez al dia comparado con los
suplementados dos veces al dia. Esto podria ser debido a condiciones méas favorables para los
m.o. celuloliticos para iniciar la degradacién ruminal de la fibra.

Cabe aclarar que en el presente estudio se utilizd un forraje de calidad media y que se
utilizaron cantidades moderadas de concentrado para la suplementacion (25% de la MS total
consumida), lo cual no fue suficiente para causar cambios importantes a nivel ruminal
(Huelmo y col., 2015), lo que lleva a que no se encontraran diferencias significativas entre los
indculos de los diferentes tratamientos.

Es posible que los resultados pudieran haber diferido si se hubiera utilizado forrajes de mayor
calidad o si la cantidad de concentrados en la dieta hubiera sido mayor (superior a 1% del
PV).
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9. CONCLUSIONES

En situaciones donde los bovinos son alimentados con pasturas de calidad media y
suplementadas con grano de maiz a razon de 1% del PV, no seria necesario el
fraccionamiento del concentrado a lo largo del dia, ya que el suministro del concentrado una
sola vez al dia no genera efectos negativos significativos sobre la actividad fermentativa

ruminal.
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