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1.- RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar si el consumo de pasturas templadas en
distintos estados vegetativos necesitan suplementaciéon energética para mejorar la
produccién de proteina microbiana ruminal en ovinos. Dieciocho ovejas no gestadas
ni lactantes provistas de catéteres yugulares y sondas vesicales alojadas en jaulas
metabdlicas se dividieron en 3 grupos (n = 6): F (forraje), FG (forraje 70% + grano
30%), FGM (forraje 70% + grano 15% + melaza 15%), durante 2 ensayos: E1
(forraje en estado vegetativo temprano) y E2 (forraje en estado vegetativo tardio). De
las 4 comidas diarias (9, 13, 18 y 23 hs), se suplementaron la 1* y la 3% Se
determiné eliminacién urinaria de alantoina, produccién de proteina microbiana y
eficiencia de sintesis microbiana, uremia y manejo renal de la urea. La
suplementaciéon energética no aporté mejoras importantes en la producciéon de
proteina microbiana ni en la eficiencia de sintesis. No se encontraron reducciones en
la uremia inherentes a la suplementacién. En conclusién, la suplementacién
energética no mejoré ia produccién de proteina microbiana ni la eficiencia de
sintesis.

Palabras clave: proteina microbiana, suplementacion energética, ovinos.
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2.- SUMMARY U-\

The aim of this work was to evaluate if the consumption of the temperate fresh forage)
in two vegetative states need of energy supplementation to improve the microbialx
protein production in sheep. Eighteen ewes fitted with jugular and bladder catheters®
housed in metabolic cages were randomly divided into 3 groups (n = 6) with different

diets: F (forage), FG (forage 70% + grain 30%) and FGM (forage 70 % + grain 15% +

molasse 15%), during 2 essays: E1 (forage in early vegetative state) and E2 (forage

in late vegetative state). They received 4 daily-meals (9, 13, 18 and 23 h) the first

and the third were supplemented. Urinary allantoine elimination, microbial protein

production and efficiency of microbial protein synthesis, blood urea concentration and

renal handling of urea were measured. Energy supplementation did enhance neither

microbial protein production nor the efficiency of microbial protein synthesis. There

were not reductions on blood urea concentration related to supplementation. In

conclusion, energy supplementation did not improve the microbial protein production

and the efficiency of microbial protein synthesis.

Key words: microbial protein, energy supplementation, sheep.



3.- INTRODUCCION |

Nuestro pais se encuentra entre las regiones del mundo con mayor potencial para la
produccién ganadera gracias a factores tales como su clima templado, 1300 mm?® de
precipitacion anual y suelos fértiles. El area de pasturas mejoradas representa un
17% de la superficie y la base forrajera disponible soporta aproximadamente 12 000
000 vacunos y 10 800 000 ovinos (DIEA, 2006). Si bien las pasturas (tanto naturales
como artificiales) siguen siendo el escenario planteado para la produccién animal
tanto extensiva como intensiva, la variabilidad en su oferta nutricional a lo largo del
afno debido a los distintos efectos climaticos, hacen que su disponibilidad no sea
constante a lo largo del ciclo productivo. Esto obliga a planificar diferentes
estrategias a fin de mantener un nivel adecuado de aporte nutricional y
aprovechamiento del mismo. En la producciéon ovina la suplementacion puede ser
realizada con diferentes objetivos. La suplementacién estratégica ha sido asociada
fundamentalmente a momentos criticos en algunas categorias como majada de cria
en fin de gestacién y primera etapa de lactancia, cuando por condiciones climaticas
la cantidad y/o calidad del pasto son insuficientes, y con menos frecuencia para
recria invernal o estival. Lograr un forraje de buena calidad es una onerosa inversion
que tiene que ser redituable para el productor. Es conocido que en ciertos estados
de maduracién la pastura ofrece mas nitrogeno de lo que el animal puede
aprovechar, reflejandose en una potencial pérdida productiva. Una forma planteada
para maximizar el aprovechamiento del nitrégeno es suministrar energia extra a la
biomasa ruminal por medio de concentrados energéticos (CE). Este aporte de
energia puede ser en forma de cereales (granos) y/o azlcares. La importancia de
los microorganismos que constituyen la biomasa ruminal, en la fisiologia digestiva y
por ende en la productividad de los rumiantes es evidente. En base a esto es que se
programan las distintas metodologias de alimentacion a fin de optimizar la
interaccion entre estos microorganismos y su hospedero, una de ellas es la
sincronizacion entre el aporte proteico (nitrégeno) y el concentrado energético (CE).
Sin embargo pocos son los trabajos que estudian el efecto de esta suplementacién
sobre la produccion de proteina microbiana y el metabolismo renal del nitrégeno, con
el fin de mejorar las mencionadas estrategias nutricionales. Este trabajo procura
evidenciar los efectos sobre la sintesis de proteina microbiana (estimada mediante la
dosificacion urinaria de alantoina) y el metabolismo renal del nitrégeno, al alimentar
ovinos con niveles de mantenimiento a base de forraje con diferentes estados de
maduracién (temprano y tardio) y CE de diferente naturaleza (granos de cebada
aplastados y melaza) en forma sincronizada.




4.- REVISION BIBLIOGRAFICA.
4.1.- PRINCIPALES NUTRIENTES APORTADOS POR LOS FORRAJES.

El consumo de forraje por pastoreo directo o eventualmente conservado, es la base
nutricional de los rodeos y majadas del Uruguay (INIA 2007), lo que resulta en una
ingestién de altos niveles de fibras vegetales. La base conceptual que explica las
diferencias en el valor nutritivo de las pasturas radica en la anatomia, fisiologia y
bioquimica de la planta (células, tejidos) y en su composicidn morfoldgica,
distribuciéon y proporcién de é6rganos (Hacker, 1981). Los principales nutrientes
aportados por el forraje son carbohidratos, proteina, lipidos y minerales.

4.1.1.- Carbohidratos

Los carbohidratos (CH) representan el 45 — 80 % de |la materia seca y constituyen la
principal fuente de energia para los micro-organismos (mo) ruminales (Hungate,
1966; Sniffen y Robinson, 1987) y el componente cuantitativamente mas importante
de la dieta de los rumiantes. La NRC (2001) los clasifica segun su ubicacién en CH
estructurales y CH no estructurales, en donde las pectinas junto a la celulosa,
hemicelulosa y lignina forman el grupo de los CH estructurales; y el almidon, los
azucares solubles y los acidos organicos constituyen el grupo de los CH no
estructurales. Para esta revisidn se tomara la clasificacién propuesta por Van Soest
(1994), quien divide los CH en fibrosos (celulosa, hemicelulosa y lignina) y no
fibrosos (almidén, azlcares solubles, pectinas y acidos organicos).

4.1.1.2.- Carbohidratos Fibrosos

Los carbohidratos fibrosos (CHF) son los componentes de la pared de las células
vegetales, poseen una concentracion energética baja y pueden limitar el nivel de
ingesta por parte del rumiante. Ademas, las enzimas digestivas propias del rumiante
son incapaces de degradarlos por 0 que la simbiosis con los mo existentes en el
rumen toma capital importancia (Chesson y Forsberg, 1988; @rskov y Ryle, 1998).
Van Soest (1994) estudié los constituyentes de las paredes vegetales y los clasifico
en fibra neutro detergente (FND) y fibra acido detergente (FAD), segun su reaccion
frente a una solucién detergente neutra y una solucién detergente acida
respectivamente. A partir de ahi se utilizan estos valores como estimadores de la
calidad de los forrajes, ingestion de materia seca (MS), digestibilidad y valor
energético de los alimentos (Calsamiglia 1997).

Fibra neutro detergente se denomina al material insoluble en una solucion
detergente neutra; y se compone de hemicelulosa, celulosa y lignina, pudiendo
contener residuos de almidén, cenizas y nitrégeno (N) (Van Soest, 1994). EI
procedimiento para determinar la FND separa los componentes del forraje solubles y
totalmente digestibles, de los que no lo son y que dependen de la fermentacion
microbiana en el rumen para que se conviertan en parcialmente disponibles para el
animal.

El contenido de FND se toma frecuentemente como indicador del potencial de
consumo entre varias o en una especie forrajera (Fahey y Berger, 1988).



Fibra acido detergente se denomina al material insoluble en una solucién detergente
acida, estando compuesta por celulosa y lignina, aunque puede contener residuos
de N y minerales (Van Soest, 1994). La lignina es un compuesto fendlico de alto
peso molecular que se encuentra intimamente relacionada con los CHF, lo que
determina su inclusién como parte de la fibra vegetal (Cheng et al., 1991). Adiciona
rigidez a la estructura de las plantas y limita el ataque por parte de los mo a los CHF,
disminuyendo asi, la digestibilidad de los mismos. Los contenidos de los alimentos
en FAD y lignina se consideran como indicadores de la digestibilidad relativa de los
forrajes (Fahey y Berger, 1988). Sin embargo, el grado de degradacién de la fibra no
solamente dependera de la proporcidén de los componentes que la forman, sino que
es mas complejo y se vera afectado por diversos factores propios del animal (como
la masticacion y la salivacion), del ambiente ruminal existente en el momento de la
ingestién de esa fibra, entre otros.

Se encontré una alta correlacion negativa entre el consumo de materia seca (MS) y
el contenido de FND o pared celular de los forrajes (Mertens, 1973; Osbourn et al.,
1974). Cuando los animales se alimentan de forrajes con un alto contenido de fibra
el consumo decrece. El aumento en los contenidos fibrosos de la dieta hace que se
recargue la capacidad del rumen y se incremente el tiempo de permanencia de esta
fibra en el tracto digestivo (Mertens, 1994; Jung y Allen, 1995). Sin embargo, el
consumo de fracciones fibrosas aporta una textura fisica al contenido ruminal que
permite el mantenimiento de un medio ruminal adecuado (Bach y Calsamiglia, 2006),
asi como también condiciones de pH que favorezcan la digestibilidad (Nocek y
Grant, 1987). Estas caracteristicas funcionales dependen del tipo, forma y tamaiio
de la fibra, asi como del grado de lignificacion, hidratacién y volumen (Varga y
Kolver, 1997), surgiendo asi el concepto de fibra efectiva como indice de valoracion
de la capacidad real de la fibora como estimulante de la rumia y la salivacién
(Calsamiglia et al., 2002; Bach y Calsamiglia, 2006). Por lo tanto, la formulacion de
raciones adecuada debe orientarse a buscar el equilibrio entre ingestién maxima de
MS y el mantenimiento de funciones y condiciones normales del rumen incluyendo
ciertos niveles minimos de FND y de FAD (Calsamiglia, 1997).

4.1.1.3.- Carbohidratos no fibrosos

Los carbohidratos no fibrosos (CHNF) aportan altas cantidades de energia (E) y
comprenden los CH de reserva de los vegetales, azucares solubles (AS), pectinas y
acidos organicos (Napoli y Santini, 1987). Conforman la base de la suplementacion
de dietas basadas en forrajes frescos e incluyen a los granos de cereales (maiz,
trigo, avena, cebada, sorgo); y los azlcares y extractos azucarados (glucosa,
sacarosa, melaza). Los granos de cereales proveen materia organica (MO) extra
fermentable para la biomasa microbiana ruminal (Obara et al., 1991) y contienen
entre un 70 y un 80% de almidén (French, 1984), siendo éste el CH de reserva mas
importante para los vegetales (Christen, 1977; Buxadé, 1995; Garcia et al., 20086).
Por su alto valor energético y elevada palatabilidad, los granos son materia prima de
eleccién para cubrir las necesidades energéticas de los rumiantes en produccién (de
Blas et al., 1995). La digestién del almidon en los distintos granos es practicamente
completa, pero existen diferencias en cuanto a la proporcidén del almidén fermentado
en el rumen y el digerido en tramos posteriores del aparato digestivo. El trigo y la
cebada se caracterizan por una fermentacién mas rapida y completa en el rumen,
que los granos de maiz y sorgo (de Blas et al., 1995). Herrera-Saldana et al. (1990)
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observaron in vivo e In vitro que la degradabilidad ruminal del aimidon de diferentes
cereales era, de mayor a menor: avena > trigo > cebada > maiz > sorgo.

Los carbohidratos solubles (CHS) en las pasturas se encuentran dentro de
estructuras que los preservan de su degradacién (cuticulas, ceras, cubiertas de
semillas, etc.) defendiéndolos de los ataques de microorganismos e insectos:
fitdfagos (Forsberg y Cheng, 1992), y obstaculizando su degradacién a nivel ruminal.-
Determinados tratamientos fisicos y quimicos pueden mejorar la degradacion
ruminal del almidén, mediante la alteracién de las mencionadas estructuras (Cheng
et al., 1991; Beauchemin et al,, 1993). Una vez que los CHS son accesibles al
ataque de los mo son rapidamente utilizados y constituyen un aporte energético
fundamental para un adecuado funcionamiento ruminal. El contenido celular posee
una digestibilidad casi total (McDonald et al., 2002), con variaciones en su
degradabilidad ruminal segun la especie forrajera de que se trate, y en lineas
generales, segun se trate de gramineas o leguminosas (Van Soest, 1994).

4.1.2.- Proteina y nitrégeno no proteico

Los forrajes aportan varios tipos de proteinas ademas de nitrdgeno no proteico
(NNP), que en conjunto son incluidos en el término proteina cruda o proteina bruta
(PB). Gracias a los procesos de degradacion y sintesis de proteina a nivel ruminal,
los rumiantes, a diferencia de los monogastricos, logran satisfacer sus necesidades
proteicas a partir del aporte de sustancias nitrogenadas simples y proteinas de baja
calidad las cuales se transforman en proteinas de alto valor bioldégico y de
composicion relativamente constante.

La proteina aportada por los forrajes frescos es altamente degradable en rumen con
un promedio del 75-85% para las distintas especies forrajeras (Elizalde et al., 1999).
El contenido proteico de las pasturas templadas esta relacionado directamente con
la calidad de la pastura. En nuestro pais el contenido de PB de las pasturas no suele
ser limitante para el crecimiento microbiano, debido a los altos niveles y elevada
degradabilidad proteica de las mismas (Repetto et al.,, 2005). En nuestro pais y
durante los meses de invierno se han detectado en Avena sativa y Trifolium repens
frescos valores de PB en el entorno de 18 y 13% respectivamente (INIA 2004). En
nuestra regién estudiando praderas templadas se han encontrado valores de PB que
van de 14,4 a 19% (Rearte y Santini, 1989; Cajarville et al., 2000; Repetto et al.,
2000; Pérez et al., 2006).

4.1.3.- Factores que afectan la oferta nutricional del forraje.

Las pasturas y otros tipos de forrajes, muestran gran variaciéon en su valor nutritivo
en sus distintas etapas de crecimiento y en las diferentes fracciones de la planta
(Pigurina y Methol, 2004). Estas diferencias estan influenciadas ademas por las
variaciones en las condiciones ambientales (suelo, clima, fertilizaciones), por el
manejo y por el material genético de las plantas (que no sera desarrollado en esta
revision).

4.1.3.1.- Factores relacionados con el crecimiento y desarrollo de las plantas.
El crecimiento de los vegetales es el resultado del balance entre dos procesos

opuestos: a) fotosintesis, que fija el anhidrido carbonico en compuestos organicos,
dependiendo de la superficie foliar y de las condiciones ambientales y b) respiracion,
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que mediante la oxidacion de los carbohidratos suministra energia para las demas
funciones vitales y que depende también de las condiciones ambientales y del nivel
de reserva de la planta (Millot et al., 1987). Segun el tipo de metabolismo
fotosintético, en nuestro pais se encontraron mayores porcentajes de materia seca y
azucares solubles en plantas C4 respecto a plantas C3 (Antunez et al., 2007). En
términos de su comportamiento fisioldgico, en las pasturas pueden reconocerse dos
estados: a) el estado vegetativo, que comprende la generacién de hojas y macollos
o tallos, previo a la iniciacion de la inflorescencia, y b) el estado reproductivo, que
abarca el periodo comprendido entre la iniciacién de la inflorescencia y su evolucion
posterior, hasta el desarrollo de las semillas (Cangiano, 1997). En el proceso de
crecimiento existe un progresivo avance de la madurez donde los forrajes
incrementan su contenido de lignina, lo cual ocasiona un mayor descenso de la
degradabilidad de los elementos contenidos en la pared celular, lo que reduce la
disponibilidad energética y proteica para el animal (Van Soest y Wine, 1967, Parra et
al.,, 1972; Minson, 1981; Cheng et al., 1991). Por lo tanto a medida que las pasturas
maduran, disminuye progresivamente su valor nutritivo para el rumiante.

4.1.3.2.- Factores ambientales.

Para lograr la supervivencia las plantas desarrollan dos estrategias que consisten en
almacenar sustancias de reserva y en generar defensas contra agresiones externas.
Bajo condiciones adversas, el almacenaje de sustancias de reserva es esencial para
la supervivencia de la planta. Estas reservas seran empleadas ademas, para el
rebrote siguiente a etapas adversas, tales como la desfoliacion (pastoreo o corte) o
periodos climaticos desfavorables. Las sustancias de reserva son altamente
digestibles (Van Soest, 1994).

La temperatura es el factor que ejerce mayor influencia en la calidad del forraje. Al
aumentar la misma, la digestibilidad disminuye como resultado de la combinacién de
dos efectos: alta temperatura ambiente resulta en aumento de la lignificacién de la
pared celular, y ademas promueve un incremento de la actividad metabdlica con
elevacién de la tasa de crecimiento, lo cual disminuye el pool de metabolitos en el
contenido celular. A mayor temperatura aumenta la actividad enzimatica asociada a
la biosintesis de lignina (Van Soest., 1994), disminuyendo progresivamente la
digestibilidad de la pastura.

El efecto de la luz es ejercido directamente en el metabolismo de la planta a través
de la fotosintesis. Cantidades de luz adicional promueven la acumulacién de
azucares y el metabolismo general del nitrogeno, generando nutrientes
fundamentales para el rumiante. Estudios realizados en nuestro pais sobre pasturas
templadas sefialan un incremento de carbohidratos solubles en horas de la tarde en
relacion a la manana (Pérez et al., 2006; Antunez et al., 2007), coincidiendo con el
momento de mayor actividad fotosintética (Owens et al., 1999). La defoliacion
(pérdida fisica de hojas y tallos) le significa un estrés importante a la planta la cual
debe movilizar las reservas para formar nuevas hojas y recomponer la capacidad
fotosintética (Parson y Penning, 1988; Van Soest, 1994). Este proceso frena la
lignificacién, logrando siempre un efecto positivo en la digestibilidad del forraje.



4.1.3.3.- Factores de manejo

En un sentido amplio, un adecuado manejo de las pasturas debe considerar la
interaccién pastura-animal-ambiente con el objetivo de alcanzar maximos
rendimientos de forraje en cantidad y calidad, con la mejor estabilidad y persistencia
de la pastura junto al 6ptimo de produccién animal (Carambula, 1997).

Considerando la interfase planta-animal, podemos considerar los siguientes
aspectos en el manejo da las pasturas.

— Factores del animal y consumo. Existen diferencias entre razas vacunas y ovinas
en la cantidad y selectividad del forraje ingerido.

— Carga animal. La dotaciéon o namero de animales por hectarea es uno de los
factores mas importantes en determinar el rendimiento de las pasturas y la
productividad animal. Las altas cargas animales pueden llevar a la desaparicion
de las mejores especies forrajeras y a la aparicién de alto numero de malezas en
pasturas naturales (Carambula 1996).

— Manejo del pastoreo. A través de distintos tipos de manejo (continuo, controlado,
rotativo, en franjas), se ejerce un control sobre el area de pastura que condiciona
la calidad y el aprovechamiento de la misma.

Otro factor de manejo que afecta las caracteristicas de la pastura es la quema
(pasturas naturales), que estimula el rebrote y provee al ganado forraje tierno,
cambiando la relacién entre biomasa verde y seca, mejorando la accesibilidad y
calidad (Sacido et al., 1995b). El fuego prescripto aplicado a un pajonal produce una
mejora en la calidad de la oferta que cubre siempre los requerimientos nutricionales
de los animales mas exigentes, debido a los aportes de los rebrotes de las distintas
especies (Sacido et al., 2004). Este tipo de manejo esta indicado en pasturas con
alto porcentaje de pajonal, con baja palatabilidad y digestibilidad.

4.2.- LA COMUNIDAD MICROBIANA RUMINAL

4.2.1.- Componentes de la comunidad microbiana

Dentro del rumen habita una amplia flora microbiana en relacion de simbiosis con el
hospedero. El rumiante les provee a estos mo un nicho ambientaimente favorable,
con un nivel de agua libre del 85 al 90%, una temperatura de 39 a 41°C, un nivel de
pH regulado y mantenido en valores entre 5.5 y 7.2, y con un suministro continuo de
alimentos y remocion de productos finales. Los mo por su parte, le ofrecen al
rumiante un servicio digestivo, que proporciona grandes cantidades de energia
disponible que el animal hospedero no puede obtener a través de procesos
digestivos propios (Calsamiglia et al., 2005).

Si bien el nimero relativo de las diferentes especies de mo dependera de la
composicion y estructura de la dieta, asi como de las diferentes interacciones entre
ellas, se puede precisar que la mayoria de los microorganismos presentes en el
rumen son anaerdbicos estrictos y los dos tipos principales son bacterias y
protozoarios (@skorv, 1992). A su vez, aproximadamente la mitad de la biomasa
ruminal son bacterias, entre un 20 y un 40 % son protozoarios y aproximadamente
un 8 % son hongos (Castillo y Roldan, 2005).



4.2.1.1.- Las bacterias ruminales

Son responsables de gran parte de las funciones digestivas vitales para el
hospedero y constituyen la mayor y mas diversa poblacién microbiana que esta
presente en el rumen (Phillips X Gordon, 1995). La poblacién bacteriana del rumen
esta comprendida entre 8 x 10° y 4 x 10" células por ml de contenido. Conforman
alrededor del 50% de la biomasa microbiana y representan la categoria de mo mas
compleja y mas importante. Esta fraccién de la comunidad microbiana ruminal esta
compuesta esencialmente por bacterias anaerobias estrictas no esporuladas. Estas
fueron descritas y clasificadas por Hungate (1966), sobre la base de la utilizaciéon de
sustratos y productos finales producidos. Los principales grupos asi definidos son:
celuloliticos,  hemiceluloliticos y  pectinoliticos, amiloliticos,  ureoliticos,
metanogénicos, proteoliticos, productores de NHis. Otra forma de clasificarlos es
segun el nicho ecolégico ruminal donde se desarrollan. En base a esto Cheng y
Costerton (1980) las clasifican en: Solid Adherent Bacteries, SAB (adheridas a las
particulas alimenticias), Liquid Associated Bacteries, LAB (libres en el liquido
ruminal), Flora epimural (fijadas a la pared interna del rumen). Segun Minato et al.
(1966), alrededor de la mitad de la poblaciéon bacteriana estaria adherida a las
particulas vegetales.

Las SAB; representan alrededor del 50% de la poblacién bacteriana y estan
adheridas a las particulas vegetales. (Minato et al., 1966), ademas el 75% del ATP
microbiano detectado en el rumen estaria fijado a las particulas (Fosberg y Lam,
1977). La adhesion bacteriana se hace sobre las paredes vegetales y sobre los
tejidos celulésicos implicando principalmente a las bacterias que degradan los
polimeros parietales (celuloliticas). Las bacterias amiloliticas se adhieren igualmente
a los granos de almidén. Las LAB; son bacterias de crecimiento rapido ya que
utilizan sustratos solubles (Cheng y Costerton, 1980). La Flora epimural;, esta
compuesta por bacterias anaerébicas facultativas, caracterizadas por su fuerte
actividad proteolitica y ureolitica. Esta poblacion bacteriana parece ser mas
independiente a la naturaleza de la alimentacién que la poblacién libre. El rol jugado
por estas bacterias es muy importante y sus funciones principales son las de
hidrolizar la urea que difunde a través de la pared del rumen o que proviene de la
saliva hasta NH;, degradar las células epiteliales fuertemente queratinizadas
provenientes de la descamaciéon de la mucosa ruminal, lo que permite aprovechar
las proteinas casi insolubles como la queratina y al ser anaerobias facultativas son
capaces de metabolizar el oxigeno que difunde a través de la pared del rumen
desde la sangre, impidiendo que alcance la luz del érgano. Manteniendo asi la
anaeorobiosis del ambiente ruminal.

4.2.1.2.- Los protozoarios del rumen

Estos mo habitan el rumen en asociacién con las bacterias, compartiendo la funcién
de fermentar los nutrientes presentes en el medio. Uno de los principales sustratos
utilizados por los protozoarios son las mismas bacterias, las que aparentemente les
sirven como fuente de proteina, energia y acidos nucleicos (Mora, 1991). Son
esencialmente ciliados (muy escasos flagelados). Su numero no excede
generalmente 2 a 5 x 10°® organismos por ml de contenido ruminal (Hungate, 1966)
pero por su tamano mayor al de las bacterias, logran constituir cerca del 50% de la
biomasa microbiana del rumen. Estan generalmente libres en el liquido ruminal, pero
algunos se fijan a las particulas vegetales. Los ciliados son capaces de transformar



un gran numero de constituyentes alimentarios y bacterianos en metabolitos y en
compuestos celulares que seran rapidamente utilizados por el rumiante.

4.2.2.- Efecto de la dieta sobre las poblaciones microbianas

La poblacidon microbiana esta directamente determinada por el tipo de sustrato
mayoritario que compone la dieta del rumiante. Dietas con una base forrajera
determinan una flora predominantemente celulolitica, mientras que dietas ricas en
CHNF y con bajos niveles de fibra favoreceran la instalaciéon de una flora amilolitica
(Mc Allister et al., 1993). Las dietas ricas en CHNF son altamente digestibles con
formacién muy rapida de grandes cantidades de acidos grasos volatiles (AGV). Esta
produccién, que en algunas ocasiones puede ser excesiva, tiene como
consecuencia una disminucién del pH ruminal con reducciéon de las poblaciones
celuloliticas y metanogénicas (Van Soest, 1982).

Las poblaciones microbianas necesitan, para su mantenimiento y crecimiento, tanto
energia (provista por los CH) asi como nitrégeno (N). Estos dos sustratos principales
seran suministrados por la dieta y de esta forma, dependiendo sobre todo del tipo de
CH y del nivel suministrado, se determinara el perfil del ecosistema ruminal.

4.3.- SINTESIS DE PROTEINA MICROBIANA RUMINAL

La sintesis de proteina microbiana ruminal puede definirse como la cantidad de
proteina de origen microbiano producida en el rumen (sintesis neta), expresandose
en gramos de N o de proteina (N x 6.25) por dia (Van Soest, 1994; Broudiscou y
Jouany, 1995). Suele estimarse como la cantidad de proteina microbiana sintetizada
en el rumen que fluye al duodeno (flujo de proteina microbiana). Sin embargo, la
sintesis diaria de proteina microbiana no es equivalente al flujo diario, ya que existe
una parte importante de la proteina microbiana sintetizada en rumen que no llega al
intestino delgado, sino que se recicla dentro del rumen en proporciones variables,
como consecuencia de la actividad predatoria de los protozooarios, y en menor
grado, por la accién de los bacteriofagos y micoplasmas (Firkins, 1996). Este
reciclaje de N afecta a la cantidad y a la eficiencia neta de la conversiéon de los
sustratos en proteina microbiana, dado que la proteina microbiana degradada esta
sujeta a la desaminacion, requiriéndose energia para su resintesis (Dijkstra et al.,
1998).

4.3.1.- Factores que afectan la sintesis de proteina microbiana y su eficiencia

El rumen esta poblado por distintos mo con diferentes requerimientos nutritivos y
niveles metabdlicos, constituyendo un ambiente tan rico como complejo para su
estudio. Por lo tanto considerar los requerimientos nutritivos de los mo ruminales es
crucial para entender el metabolismo del N en el rumen asi como los factores que
puedan modificarlo. Los principales factores limitantes para la sintesis de proteina
microbiana son el aporte de energia y el aporte de N (Hoover y Stokes, 1991; Clark
et al., 1992). El crecimiento de las células microbianas depende principalmente de la
degradacion de la materia organica aportada al rumen, que proporciona la energia y
los mondémeros necesarios para la sintesis de los constituyentes celulares
(proteinas, polisacaridos, lipidos, acidos nucleicos). La energia se obtiene
fundamentalmente de la degradacién de los CHO y el N puede provenir del
nitrégeno no proteico (NNP), de la proteina verdadera y/o del aporte endégeno.
Otros nutrientes, como el azufre, los acidos grasos volatiles de cadena ramificada
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(AGV-R) y los minerales y vitaminas, también son esenciales, aunque en una
proporcion menor. Numerosos factores relacionados a la dieta pueden alterar la
disponibilidad de energia y de N para el crecimiento bacteriano.

4.3.1.1.- Aportes de Energia

Los CHO (estructurales y no estructurales) son la principal fuente de energia para la
sintesis de proteina microbiana en el rumen, representando entre un 65-75% de la
MS de la dieta de un rumiante (Sniffen y Robinson, 1987). La proteina aporta la
mitad de la energia que los CHO (Demeyer y Van Nevel, 1986; Tamminga et al.,
1979). Sin embargo, el crecimiento bacteriano se acelera cuando se adicionan
aminoacidos y/o péptidos a cultivos de bacterias amiloliticas y celuloliticas (Kernick,
1991; Maeng y Baldwin, 1976;). Igualmente, la digestion de la fibra se incrementa
con el suministro de aminoacidos (Carro y Miller, 1999) y péptidos (Cruz Soto et al.,
1994) a cultivos puros de bacterias celuloliticas. EI aumento en el crecimiento
bacteriano observado por la adicién de aminoacidos y/o péptido, podria deberse a la
incorporacién directa de éstos a la proteina microbiana o al aumentar la
disponibilidad de los esqueletos carbonados (provenientes de la desaminacién de
los aminoacidos), los cuales serian utilizados como fuente de energia de produccién
o0 como esqueletos carbonados para la formacibn de nuevos aminoacidos
microbianos (Bryant, 1973). Atasoglu et al. (2004) estudiaron el destino del N y los
carbonos de los aminoacidos en cultivos mixtos de microorganismos ruminales. Los
resultados muestran que algunos aminoacidos fueron sintetizados con mas dificultad
que otros, lo que sugiere que ciertos aminoacidos pueden ser limitantes para el
crecimiento bacteriano. Estos autores confirman la teoria de la dificultad de las
bacterias para sintetizar algunos aminoécidos (fenilalanina, leucina) propuesta por
Amin y Onodera (1997) y proponen a la leucina como un aminoacido potencialmente
limitador del crecimiento. Por lo tanto, el asegurar un suministro importante de
aminoacidos especificos podria resultar en un mayor crecimiento microbiano. La
disponibilidad de energia estd reconocida como el principal determinante del
crecimiento microbiano por los distintos modelos que se utilizan para predecir la
sintesis de proteina microbiana (Dijkstra et al., 1998). Los mo que degradan los CHO
estructurales (celuloliticos) tienen bajos requerimientos de mantenimiento, crecen
lentamente y utilizan el N-NH3 como su principal fuente de N, mientras que los
microorganismos que degradan los CHO no estructurales (amiloliticos) tienen altos
requerimientos de mantenimiento, crecen rapido y utilizan el NH3, los péptidos y los
aminoacidos como fuentes de N (Russell et al., 1996).

4.3.1.2.- Aportes de nitrégeno

El N es el otro factor relacionado con la dieta que mas limita el crecimiento y la
sintesis de proteina microbiana en el rumen (Stern y Hoover, 1979; NRC, 2001). Los
aportes nitrogenados se deben clasificar, en primer lugar, en exdgenos, procedentes
del alimento, y endégenos, aportados por el propio rumiante. A partir de aqui, ambos
se pueden diferenciar en proteicos y no proteicos. Los alimentos contienen varios
tipos de proteina y nitrégeno no proteico (NNP), que en conjunto constituyen la
fraccién analitica denominada Proteina Bruta (PB) o Proteina Cruda (PC). A
diferencia de especies monogastricas, las necesidades proteicas pueden ser
totalmente solventadas a partir del aporte de sustancias nitrogenadas simples y
proteinas de baja calidad, convirtiéndolas en proteinas de composicion relativamente
constante con alto valor biolégico. Este enriquecimiento en el aporte proteico al
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rumiante se da gracias a la sintesis de proteina microbiana. Cuando el aporte de N
(tipo y cantidad) es inadecuado, disminuye el crecimiento bacteriano y se reduce la
actividad fermentativa (Stern et al., 1994), sin embargo la eficiencia de sintesis se
mantiene (Tebot et al, 2002). La cantidad de proteina degradable en rumen
necesaria para obtener un maximo crecimiento de mo ruminales oscila entre 10-15%
(en base seca) (Hoover y Stokes, 1991; Stern et al., 1994). Asimismo Hoover y
Stokes (1991) sugieren que para no afectar la sintesis de PM el nivel de proteina
degradable en rumen de la dieta debiera ser superior al 10-11 % (en base seca). Por
otro lado, Owens y Zinn (1993) sefalan que si el nivel de PB de la dieta es inferior a
13-15%, la PB que abandona el rumen supera generalmente a la aportada por la
dieta, lo que ocurriria por un reciclaje mayor de urea hacia el rumen.

En lineas generales varios autores indican que la sintesis de proteina microbiana
(g/d) y la ESM se incrementan en respuesta al aumento del contenido de proteina
degradable en la dieta (Clark et al, 1992; Erasmus et al., 1994).

4.3.1.3.- Sincronizacién en los aportes de energia y proteina

La presencia de los sustratos necesarios para la sintesis de proteina microbiana
ruminal son tan importantes como la simultaneidad en la que estos sean
suministrados. Cuando la tasa de degradacién proteica excede la tasa de CHO
fermentados, grandes cantidades de N pueden ser perdidas como NH; e
inversamente, cuando la tasa de fermentacidon de los CHO excede la tasa de
degradaciéon proteica, la sintesis proteica microbiana puede disminuir (Nocek y
Russell, 1988). Los efectos de la sincronizacion CHO/N, estudiados por muchos
autores, no son concluyentes y a veces contradictorios. Mientras que algunos
estudios in vivo muestran una respuesta positiva en la produccién de proteina
microbiana (Herrera-Saldana et al., 1990; Matras et al., 1991), estudios in vitro no
encuentran ninguna mejora en la produccién (Henning et al., 1991; Newbold y Rust,
1992). A pesar de que el concepto de sincronizacién proteina y energia tiene una
base tedrica sélida es probable que, en el complejo ecosistema microbiano ruminal,
cuando el aporte de nutrientes es sincronizado para una sub poblacién especifica no
lo sea para otra.

4.3.1.4.- Eficiencia de sintesis microbiana

Maximizar el crecimiento bacteriano y la cantidad de proteina degradable en rumen
son dos objetivos a tener en cuenta al momento de establecer las estrategias de
nutricidn en rumiantes. Al maximizar la captura del N degradable mejoramos el
suministro de aminoacidos al intestino y disminuimos las pérdidas de N. La eficiencia
de crecimiento microbiano se establece como los gramos de N microbiano/unidad de
energia disponible en rumen, generalmente expresado como MO o CHO
fermentados. Esta forma de expresar la eficiencia es utilizable cuando se supone
que la energia es el factor limitante para el crecimiento bacteriano. Al maximizar la
cantidad de proteina microbiana por unidad de materia fermentescible deberia
resultar en un maximo de crecimiento bacteriano.

5.- CARACTERIZACION DEL PROBLEMA
Las pasturas son el recurso mas abundante y mas econdémico utilizado por los

sistemas productivos regionales, y como alimento base es capaz de mantener
buenos niveles de productividad cuando es consumido ad libitum (Pulido et al,
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2001). En condiciones de pastoreo es de particular importancia considerar la calidad
del forraje en relacion a su estado vegetativo (temprano o tardio) (Beever y Siddons,
1986), el aporte constante de energia a los microorganismos (Ulyatt et al., 1975) y
un posible desbalance entre la disponibilidad ruminal de los sustratos nitrogenados y
los energéticos (Van Vuuren et al., 1990). En ciertas épocas del afio (otofio e
invierno) los forrajes en estados vegetativos tempranos, se caracterizan por
presentar un bajo contenido de materia seca ademas de relaciones bajas de CHO
solubles/N, lo que puede llevar a grandes pérdidas de N por una reducida sintesis
proteica microbiana (Beever, 1993; Elizalde et al., 1996, Trevaskis et al, 2001). Esto
supone una escasa utilizacion de amoniaco resultante de las fermentaciones. En
estos casos, la limitante para la produccién de proteina microbiana no es el N sino la
energia. Por lo tanto, para mejorar el aprovechamiento del nitrégeno, es necesaria
una suplementacion energética que permita una mayor retencién de N-NH; en el
animal. La sustituciéon parcial y puntual de forrajes de alta calidad por moderadas
cantidades de SRE (30 a 35% de MSI) ha sido sugerida para mejorar la
sincronizacién entre energia y proteina en el rumen por un lado (Hungtington, 1997)
y la fermentacién ruminal por otro. De esa manera se logran minimizar la pérdidas
de N sin afectar la digestién de la fibra (Repetto et al., 2000; Bargo et al., 2003). Sin
embargo, las repercusiones de la suplementacién energética sobre el ambiente
ruminal (variaciones de pH y N-NHj, alteracion de la digestibilidad de la fibra y MO) y
su posterior impacto sobre la sintesis proteica microbiana deben ser tenidos en
cuenta para no alterar la productividad del rumiante. Las consecuencias positivas o
negativas de la suplementacién energética dependeran, en cierto grado, de la
calidad del forraje base suministrado (estado vegetativo tardio o temprano). Si bien,
en términos generales, se puede afirmar que la suplementacién con alimentos
energéticos mejora el aprovechamiento de nitrogeno excedente ofrecido por el
verdeo o pastura, la pertinencia de esta suplementaciéon dependera de la calidad del
forraje que se ofrezca como dieta base.

6.- HIPOTESIS

Por lo tanto, la hipétesis del presente estudio se basa en el supuesto de que al
suplementar forrajes templados en temprano estado de maduracién con
carbohidratos solubles se esperaria un mayor aprovechamiento del N que aportan,
reflejandose en una mayor produccién de proteina microbiana.

De verificarse esta hipotesis, la utilizacion de suplementacion energética de forrajes
en estado vegetativo temprano en animales a pastoreo, seria una herramienta
nutricional Util para optimizar la produccidon de proteina microbiana a nivel ruminal y
por consiguiente, mejorar la eficiencia en la produccién animal.

7.- OBJETIVOS

7.1.- OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la suplementacién con fuentes energéticas de distinta velocidad
de degradacién sobre la produccion de proteina microbiana y el ahorro y eliminacion
del nitrégeno a nivel renal en ovinos alimentados con forrajes en dos estados de
madurez.

13



7.2.- OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar los efectos de la suplementacion energética con grano de cebada o grano
de cebada mas melaza en ovinos consumiendo una dieta a base de pasturas
templadas en diferente estado de madurez sobre:

1) La sintesis proteica ruminal.
2) El manejo del nitrégeno ureico a nivel renal.

8.- MATERIALES Y METODOS

8.1.- LOCALIZACION Y DURACION DEL EXPERIMENTO

El protocolo experimental se desarrolld durante los meses de agosto, setiembre y
octubre del afo 2005. El trabajo de campo se realiz6 en la Estacién Experimental N°
2 de la Facultad de Veterinaria situada en la localidad de Libertad (34° Sur, 55°
Oeste), departamento de San José, Uruguay.

Los analisis de composiciéon quimica de los alimentos ofrecidos se llevaron a cabo
en el departamento de Nutricion Animal de la Facultad de Veterinaria y los analisis
de determinacion urinaria de alantoina y funcionalidad renal se realizaron en el
departamento de Fisiologia de la Facultad de Veterinaria, UdelaR.

8.2. -ANIMALES EXPERIMENTALES

Fueron utilizados 18 (dieciocho) ovinos hembras, vacias y secas raza Corriedale, no
esquiladas, de entre 2 y 3 afios de edad con un peso de 43 + 4 Kg. provistas de
catéteres yugulares (extraccion de muestras sanguineas) y sondas vesicales con
balén de retencion para la recoleccion de orina.

El manejo y cuidado de los animales se realizé bajo la aprobacion de la Comision de
Bioética experimental de la Facultad de Veterinaria.

8.3.- EXPERIMENTO, TRATAMIENTOS Y DISENO EXPERIMENTAL

Se realizaron dos pruebas de digestibilidad “in vivo” convencional en jaulas
metabdlicas, para evaluar el efecto de la suplementacién con fuentes energéticas de
distinta velocidad de degradacién sobre dietas a base de pasturas templadas frescas
en dos estados de madurez, sobre la funcionalidad renal y produccion y eficiencia de
sintesis de proteina microbiana.

En cada prueba se utiliz6 una pastura base en estado vegetativo temprano o
vegetativo tardio, y fueron evaluados tres tratamientos:

F = Pastura
FG = Pastura + grano de cebada quebrado
FGM = Pastura + grano de cebada quebrado + melaza deshidratada

El disefio experimental fue factorial 3 x 2 (3 tratamientos 2 muestreos) asignandose
en forma aleatoria 6 animales por tratamiento.

8.4.- CONDUCCION DEL EXPERIMENTO

Para comprobar la hipétesis establecida se condujeron dos ensayos de digestibilidad
“in vivo” en jaulas metabdlicas, usandose un periodo de adaptacién a las
condiciones experimentales de diez dias, seguido de cinco dias de colecciéon de
muestras y determinacidbn de digestibilidad, estudio de funcionalidad renal y
estimacioén de produccion de proteina microbiana como se representa en la Figura 1.
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Figura 1: Esquema del desarrollo de los protocolos experimentales \ 't\

L §

7 L

Ensayo 1, Periodo vegetativo temprano.

Dia 0 Dia 10 Dia 15
| | |
' Adaptacion | Digestibilidad, produccion Prot. Micr., Func. Renal '

Ensayo 2, Periodo vegetativo tardio.
Dia 16 Dia 26 Dia 31

| | |
' Adaptacién ' Digestibilidad, produccién Prot. Micr., Func. Renal. |

8.5.- ALIMENTOS Y ALIMENTACION

La dieta base que se suministr6 a los animales consistié en forraje de pradera
templada implantada, 90% de gramineas (Avena sativa) y 10% de trébol blanco
(Trifolium repens) en dos estadios vegetativos: temprano y tardio. El estadio
temprano consistié en un rebrote de entre 15 y 20 dias, mientras que el llamado
tardio correspondié a un rebrote de aproximadamente 2 meses. La pastura tenia un
tiempo de implantaciéon de aproximadamente 4 meses. La suplementacion se realizd
con grano de cebada (Hordeum vulgare) quebrado y melaza deshidratada (derivada
de cafa de aztcar: Kalori 3000®, KK Animal Nutrition Pty Ltd., Sud Africa). La
composicidn del alimento ofrecido se presenta en la Tabla |.

Tabla |I: Composicién quimica de los alimentos consumidos durante los ensayos
experimentales ®

Kg MS/ha %MS %MO* %Cen* %FND* %FAD* %PB* %AS*

Forraje
Temprano. 3040 1481 87,71 1229 5462 27,87 14,86 8,17
Forraje
Tardio. 6240 159 8897 11,3 5545 2963 11,62 47

Cebada 9241 9682 318 1611 601 874 53

Melaza ** 97,02 6267 3733 08 005 853 2500

®Los resultados expresados en esta tabla fueron tomados de la tesis “Digesibilidad y ambiente
ruminal en ovinos alimentados con pastura fresca utilizando distintos suplementos energéticos”, de
las doctoras Victoria Elizondo, Ana Falero y Alicia Pereyra, realizada en el marco del mismo estudio
experimental que el presente trabajo. *: Datos expresados en base a materia seca. AS: azucares
solubles. ** Kalori 3000 ® (46,9% melaza de cafla de azucar + 46,9% de condensados de melaza
solubles + 6,2% hidroxido de calcio). *™ Dato proporcionado por el fabricante.
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8.6.- DESCRIPCION DEL PERIODO PRELIMINAR

Se establecid un periodo preliminar de 10 dias para la adaptacién de los animales a
los regimenes alimenticios y a las condiciones de cada ensayo. Se fijé un consumo
diario para mantenimiento de 40 g MS/kg PV®’® para cada animal, siendo la
suplementaciéon energética un 30% de la materia seca ofrecida. El forraje que se
suministré fue cortado diariamente por las mananas, pesado e individualizado en
bolsas etiquetadas para cada animal. Fue dado cuatro veces al dia en los siguientes
horarios: 9, 13, 18 y 23 hrs. Se adicioné el suplemento energético correspondiente a
cada tratamiento dos veces al dia, con la primera y tercera ingesta de forraje.

8.7.- DESCRIPCION DEL PERIODO DE COLECCION

Durante 5 dias, luego de la adaptaciéon para cada ensayo, se procedié a la toma de
muestras registrandose diariamente las cantidades de alimento ofrecido y rehusado.
Fueron tomadas alicuotas del alimento ofrecido en cada tratamiento para determinar
su composicién asi como muestras de los rechazos mayores al 10% de lo ofrecido.
La composicién del alimento ofrecido se presenta en la Tabla Il.

Tabla ll: Composicion quimica de cada dieta experimental para ambos ensayos
experimentales (E1y E2). *

Grupo. % MO %PB %CHNF %FND % FAD

E1, F 87,71 14,86 15,53 54,62 27,87
Forraje temprano. FG 90,44 13,03 31,89 43,07 21,31

FGM 8532 12,99 29,36 40,78 20,42
E2, F 88,97 11,62 19,2 55,45 29,63
Forraje tardio. FG 91,32 10,76 34,46 43,65 22,55

FGM 86,2 10,73 31,93 41,36 21,65

®Los resultados expresados en esta tabla fueron tomados de la tesis ‘Digesibilidad y ambiente
ruminal en ovinos alimentados con pastura fresca utilizando distintos suplementos energéticos”, de
las doctoras Victoria Elizondo, Ana Falero y Alicia Pereyra, realizada en el marco del mismo estudio
experimental que el presente trabajo.

8.8.- DETERMINACIONES EN EL ANIMAL

8.8.1.- Coleccion de orina

A cada animal se le colocd una sonda vesical con balén de retencién, conectada a
una bolsa de recoleccién para evitar la contaminacién con materia fecal, donde se
colecto el total de la orina emitida diariamente. Se agregaron 15 mL de acido
sulfurico al 10% para disminuir el pH de la orina, evitando la contaminacién
bacteriana que degradaria las sustancias a estudiar. Se mididé la diuresis diaria,
tomando dos alicuotas de 30 mL que se conservaron a —20°C para posterior analisis.

8.8.2.- Produccién de proteina microbiana

La produccion de proteina microbiana se evalué mediante la dosificacién urinaria de
alantoina.

Teniendo el volumen de orina emitida diariamente, se trabajé sobre la alicuota
obtenida para determinar la alantoina excretada en la orina mediante el método
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colorimétrico de Young y Conway, modificado por Fujihara (1987). La produccion de
proteina microbiana se calculd, a partir del N alantoico eliminado en la orina,
utilizando la férmula propuesta por Puchala y Kulasek (1992):

y=e (0,830 + 2,089x)

donde “y” representa el N microbiano (g/d) que llega al duodeno y “x” la eliminacién
de N de alantoina (g/d).

8.8.3.- Eficiencia de sintesis de proteina microbiana (ESM)

La ESM en rumen fue estimada a partir de los g de N microbiano por kg de MODI y/o
MODR. Siendo MODI la Materia Organica Digestible Ingerida calculada como el
coeficiente de digestibilidad de la MO x MO ingerida (g). La Materia Organica
aparentemente Digestible en Rumen (MODR) se calculé como 65% de la MODI
(ARC, 1984).

8.8.4.- Funcionalidad renal y eliminacién de urea

El estudio de la funcionalidad renal se basé en el principio de depuracién plasmatica
(clearence) de una sustancia, el cual establece que el volumen teérico de plasma
completamente depurado de una sustancia X por unidad de tiempo es igual a la
cantidad de esa sustancia eliminada con la orina en el mismo tiempo.

La concentracion plasmatica y urinaria de urea se determiné mediante el kit
colorimétrico Urea color 2R de Weiner Lab® Rosario, Argentina. Para la
determinacién de la concentracién plasmatica J urinaria de creatinina se utilizé el kit
colorimétrico Creatinina directa de Weiner Lab™, Rosario, Argentina.

8.8.5.- Manejo renal de la urea

El manejo renal de la urea se estudi® mediante la determinacién de la depuracién
plasmatica de urea (C,), el flujo de filtracion glomerular (FFG), la cantidad de urea
que filtra ingresando al nefron; carga filtrada de urea(CF,) y la proporcidén de la urea
filtrada que se elimina con la orina; tasa de eliminacién de urea (TE,).

La C, se calculé6 mediante la siguiente formula:

Cy (mi/min) = [Uy (mg/ml) x V (ml/min)] / Py, (mg/ml)

Donde “U,” es la concentracion urinaria de urea, “P,” es la concentracion
plasmatica de urea y “V” es la diuresis (volumen de orina emitido en 24 hs).

El FFG se determiné a través del calculo de la depuracién plasmatica de creatinina

FFG (ml/min) = [Ue (mg/ml) x V (ml/min)] / P (mg/ml)

Donde “U.” es la concentracion urinaria de creatinina y “‘P.” es la
concentracion plasmatica de creatinina.
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La CF, se calculé mediante la siguiente férmula:

CF, (mg/min)= U, (mg/ml) x FFG (ml/min)

La TE, se determind utilizando la siguiente férmula:

TE, = Cy (mli/min) / FFG (ml/min)
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8.9.- ESTUDIO ESTADISTICO

La produccion de proteina microbiana y la eliminacién urinaria de alantoina fueron
analizados como medidas repetidas por el procedimiento PROC MIXED (Sistema de
Analisis Estadistico, SAS Institute, Cary NC, USA, 2000). EI modelo incluyé
tratamiento, periodo y su interaccidon. La estructura de covarianza fue auto regresiva
orden 1 cuando el efecto tratamiento fue significativo, 0 mostré una tendencia, los
resultados de los diferentes tratamientos fueron comparados usando contraste
ortogonal, separando el efecto de la suplementacion (F vs FG + FGM) y el
suplemento utilizado (FG vs FGM). Los datos se presentan como las medias t el
desvio estandar. La significancia estadistica minima fue evaluada a P < 0.05 y fue
marcada una tendencia entre 0.05y 0.1.

Para la uremia, diuresis, flujo de filtracibn glomerular, clearance de urea, carga
filtrada de urea, eliminacién urinaria de urea y tasa de eliminacién de urea se utilizd
ANOVA, donde el modelo incluyé como variables independientes el tratamiento,
periodo y el animal. No se incluyeron interacciones. Se consideran diferencias
significativas cuando P < 0.05.
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9.- RESULTADOS

ELIMINACION URINARIA DE ALANTOINA, PRODUCCION DE PROTEINA
MICROBIANA Y EFICIENCIA DE SINTESIS MICROBIANA

Los valores de eliminacién urinaria de alantoina, produccién de proteina microbiana
y de eficiencia de sintesis microbiana en funciéon de MODI y MODR se indican en la
Tabla lll para los tratamientos de cada ensayo experimental (Forraje temprano E1 y
Forraje tardio E2). Si bien no hubieron diferencias significativas entre tratamientos
para ninguno de los parametros que se muestran en la mencionada tabla tanto en
E1 como en E2, si se observa una tendencia al aumento (P=0.06) de todos ellos
durante E1 frente a los tres grupos en E2. Es decir que durante el periodo con
forraje de mejor calidad todos los parametros estudiados tienden a ser mayores
respecto al periodo con forraje de menor calidad.

Tabla lll: Eliminaciéon urinaria de alantoina (mmol/d), produccién estimada de
proteina microbiana (PM, g/d) y eficiencia de sintesis microbiana (ESM, g N/Kg de
MODI, MODR) para los tres grupos en ambos ensayos (E1 y E2)

E1 E2

(Forraje (Forraje

temprano) tardio)
F FG FGM F FG FGM
MODI (g/d) 441147 489167 471122 411440 458136 442129
MODR (g/d) 286+30 318443 306114 267425 298+23 287118

Alantoina (mmol/d) 10,5+1,3 10,416 9913 7,7+1,2 8,7+1,0 8,9+1,0
PM (g/d) 8,9+1,05 8,6+2,2 8,3+2,2 6,2+08 7,0+1,6 6,5+1,1
ESM g N/KgMODI  19,5+2,4 18,2447 17,744,3 153%1,2 15,0+1,8 14,6121

g N/Kg MODR 30,0£3,7 28,1+7,3 27,2466 23,5419 23,1+2,8 22,5+3,3

Valores = medias + DS, n = 6. F- forraje como monoalimento, FG- forraje y grano de cebada, FGM-
forraje, grano de cebada y melaza. MODI- materia organica digestible ingerida, MODR- materia
organica aparentemente digestible en rumen, PM- protelna microbiana, ESM- eficiencia de sintesis
microbiana.

FUNCION RENAL Y MANEJO DE LA UREA POR EL RINON

La uremia y la carga filtrada de urea mantienen valores similares en los tres grupos
durante E1, encontrAndose aumentadas en el grupo FG durante E2 con respecto a
los grupos restantes (F y FGM). E! FFG (flujo de filtracion glomerular), el Cu
(clearance de la urea) y la TEu (tasa de eliminacion de la urea) demostraron
tendencia a incrementarse durante E1, respecto al E2. En la Tabla IV se presentan
los valores de uremia y de los parametros renales involucrados en el manejo de la
urea por el rinén comparando entre tratamientos para ambos ensayos. En la Tabla V
se observan los mismos valores pero comparando entre los ensayos.
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Tabla IV: Uremia y manejo renal de la urea, comparada entre los tratamientos en
ambos ensayos (E1 y E2).

T D CrU CrP FFG EUu Up Cu CFu TEu

FG 1,38+ 060 001+ 7196+ 672+ 027+ 3126+ 1796+ 044¢
0,42 0,29 0,00 18,14 498 013 11,60 5,12 0,11

FGM 164+ 045+ 001+ 7190+ 392 024+ 2648+ 1720+ 038%

0,42 0,09 0,00 16,61 1,32 0,05 9,08 6,35 0,11

E 1,84 & 0,38 ¢ 001+ 6636 430+ 024x 3020 1598+ 0461
0,60 0,14 0,00 2142 240 0,06 13,59 7,05 0,16

T = tratamiento, D = djuresis, CrU = creatinina urinana, CrP = creatinina plasmatica, FFG = flujo de filtracién
glomerular, EUu = eliminacién urinana de urea, Up = urea plasmética, Cu = Clearence de urea, CFu = carga
filtrada de urea, TEu = tasa de eliminacién de urea.

Tabla V: Uremia y manejo renal de la urea comparada entre ambos ensayos
experimentales, E1 (vegetativo temprano) y E2 (vegetativo tardio).

Ensayo D Cru CrP FFG EUu Up Cu CFu TEu

E1 183+ 0431 0,01+ 7816+ 465% 0,241 36,07 1918+ 046%
0,42 0,12 0,00 13,46 1,65 0,06 10,59 6,80 0,12

E2 1432 049 001z 6034+ 492+ 025z 2193+ 1464+ 038t
0,54 0,28 0,00 19,48 4,54 0,10 7,46 4,80 0,13

D = diuresis, CrU = creatinina urinania, CrP = creatinina plasmética, FFG = flujo de filtracién glomerular, EUu =
eliminacién urinaria de urea, Up = urea plasmética, Cu = Clearence de urea, CFu = carga filtrada de urea, TEu =
tasa de eliminacién de urea.

Los valores de diuresis, flujo de filtracién glomerular, clearance de urea, carga
filtrada de urea y tasa de eliminacién de urea fueron significativamente mayores (P <
0.05) durante el ensayo uno (forraje temprano) respecto al ensayo dos (forraje
tardio). No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos ni en los
demas parametros estudiados comparandose entre ensayos.
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10.- DISCUSION i";‘}’/

S
ELIMINACION URINARIA DE ALANTOINA, PRODUCCION DE PROTEINA Y
EFICIENCIA DE SINTESIS MICROBIANAS

Los valores de eliminacién urinaria de alantoina encontrados en este trabajo (7.9 —
10.5 mmol/d) son semejantes a los encontrados por otros autores, como Pérez et al.;
(1997) quienes obtuvieron valores de excreciéon urinaria de alantoina entre 6.38 y
10.63 mmol/d estudiando ovinos alimentados con diferentes fuentes proteicas y bajo
dos niveles de suplementacion con cebada. Por otro lado, Trevaskis et al., (2001)
obtuvieron valores entre 5.5 y 9.01 mmol/d, los cuales también son similares a los
obtenidos en el presente estudio.

Si bien diferentes autores han postulado que la suplementaciéon energética aumenta
la eliminacion urinaria de bases puricas, como la alantoina (Chen et al., 1992;
Balcells et al., 1993; Pérez et al.,, 1997, Tebot et al. 2004), en este estudio no se
encontraron diferencias significativas en la medicion de este parametro entre los
grupos suplementados versus los no suplementados. Algo similar fue encontrado por
Jetana et al. (2000) quienes no obtuvieron diferencias significativas en la eliminacion
de alantoina en ovinos recibiendo forraje y suplementados con harina de maiz o
pulpa de papel. No obstante se detecté un leve aumento en la eliminacién urinaria
de alantoina, si comparamos los resultados del E1 (10.3 mmol/d)) con los del E2 (8.4
mmol/d). Posiblemente influenciado por el mayor tenor de proteina bruta del forraje
temprano respecto al forraje tardio (14.86% vs 11.62% respectivamente).

Algo similar ocurre con la produccién diaria de proteina microbiana estimada en
gramos por dia a partir de la eliminacion diaria de alantoina. No se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos (suplementados versus no
suplementados), no obstante, durante el E1 hubo un ligero incremento en la
produccion de proteina microbiana (8.6 g/d) respecto al E2 (6.6 g/d). La causa de
estas diferencias se puede atribuir también a la variacién en la calidad del forraje
ofrecido durante los ensayos. Cabe agregar que los valores encontrados estan
dentro del rango encontrado por Chen et al., (1992) (4.5 — 9.1 g/d), con la diferencia
que estos valores fueron calculados a partir de la medicién de la excrecidén del total
de los derivados puricos.

La eficiencia de sintesis de proteina microbiana (ESM) estuvo en valores entre 14.6
- 19.5 g N/Kg de MODI, concordantes con los hallados por Chen et al., (1992) los
que sefalan una ESM con valores comprendidos entre 12,8 - 15,8 g N/kg de MODI.
Tomando la ESM en base a la MODR encontramos valores entre 22.5-30.0gde N
microbiano por Kg de MODR, similares a los obtenidos por Pérez et al., (1997)
quienes alcanzaron valores de ESM entre 10.9 — 22.2 g de N microbiano por Kg de
MODR., estimados a partir de la eliminacién urinaria de alantoina.

En nuestro trabajo la suplementacién energética con CHONF en niveles de entre 29
y 35% no resultaron en una mayor sintesis de proteina microbiana. Esto concuerda
con la sugerido por Hoover et al., (1984) que niveles de suplementaciéon por encima
del 37 % optimizan la ESM. Por otra parte, Feng et al., (1993) encontraron que un
aumento del 29 al 39% de CHNF en la dieta produjo una disminucién en la ESM.
Otro factor a considerar es la variacién en los alimentos que se engloban bajo el
término CHONF, dado que entre ellos existen diferencias en cuanto a las
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proporciones de sacarosa, almidones y pectinas, lo que indicaria que un aumento de
CHONF de la dieta no necesariamente se traduciria en una mejor ESM (Stern et al.,
1994).

Por ultimo, los niveles de suplementaciéon y la naturaleza de los suplementos
ofrecidos no se reflejaron en una mejora significativa de la produccién de proteina
microbiana a nivel ruminal. Sin embargo, al comparar entre ensayos, se observé una
tendencia al aumento (P = 0.06) de la sintesis de proteina microbiana en el ensayo
donde se ofrecio forraje en estado vegetativo temprano respecto al ensayo donde se
ofrecié forraje en estado vegetativo tardio. El promedio de aporte en PB del alimento
ofrecido durante el ensayo uno fue de 13.63 % (promedio de los aportes en PB de
los tres tratamientos) contra un 11.04 % del ensayo dos. Esto demuestra que
durante el primer ensayo el aporte de N fue mayor, lo que en parte explicaria la
tendencia antes mencionada. Por lo tanto en nuestro trabajo tuvo mas influencia en
la produccién de PM la calidad del forraje ofrecido que la naturaleza y nivel de
suplementacién energética.

UREMIA Y CONTRIBUCION RENAL PARA SU MANTENIMIENTO

La suplementacion con concentrados energéticos mejora la eficiencia de utilizacién
del N del forraje por parte de los mo ruminales, disminuyendo la concentracion
plasmatica de urea (Obara et al., 1991; Bargon et al., 2002; Noro et al., 2006). Tebot
et al., (2004) trabajando en ovinos alimentados con pellets de alfalfa y
suplementados con maiz obtuvieron una reduccién de la uremia en con un aumento
en la produccién de proteina microbiana.

Comparando los tratamientos entre si no se evidencian reducciones de la uremia
atribuibles a la suplementacién energética ni mecanismos de accién renal que
contribuyan a disminuir la pérdida urinaria de urea para mantener el pool sanguineo
normal de urea para su reciclaje hacia el rumen.
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11.- CONCLUSION

No se obresvd un incremento en la captacién de N por parte de los mo ruminales ni
un aumento de la produccion de proteina microbiana a los niveles de
suplementaciéon con CHONF empleados en este trabajo (30 % de MS del alimento
ofrecido).

Sin embargo, al comparar los dos ensayos experimentales entre si, forraje temprano
(E1) versus forraje tardio (E2), observamos una tendencia al aumento (P = 0.06) de
la produccién de proteina microbiana en E1 (8.6 g/d) respecto a E2 (6.6 g/d). Los
niveles de N del forraje ofrecido fueron de 14.86 % y de 11.62 % para E1 y E2
respectivamente. Estas diferencias pueden explicar la mencionada tendencia.

Dada la calidad de la pastura ofrecida los mo ruminales no necesitaron de
suplementaciéon energética para optimizar la utilizacién del N ofrecido, utilizando el
mismo en mayor medida para el mantenimiento que para la reproduccién
microbiana.

Por lo tanto, podemos concluir que en este estudio tuvo mayor influencia la calidad
del forraje que el nivel y la naturaleza del suplemento energético ofrecido, dando una
pauta del valor y la importancia de la calidad de las pasturas en la produccién ovina.
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