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1. RESUMEN

E! objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del horario de corte sobre el
ambiente ruminal de animales consumiendo pasturas templadas. En este estudio 5
corderos alojados en jaulas metabdlicas consumieron una pastura fresca cortada a la
hora 7:00 (M) o 18:00 (T) e inmediatamente ofrecida durante 3 periodos. Muestras de
liquido ruminal extraidas a cada hora durante 24 horas fueron analizadas para pH,
amoniaco y acidos grasos volatiles. A partir de la eliminacion de alantoina urinaria diaria
se estimd indirectamente la produccion de nitrégeno microbiano y su eficiencia de
utilizacion. Los datos fueron analizados estadisticamente como medidas repetidas
usando un modelo mixto. El pH ruminal resulté inferior, y los acidos butirico, valérico y
caproico superiores, para T, con minimos valores de pH paraM (5.6) y T (6.44)a 4y 2
horas luego del comienzo de la comida, respectivamente, y maximos valores de
amoniaco de 32.57 y 29.24 mg/dl (M y T respectivamente) a 4 horas del comienzo de la
comida para ambos tratamientos. La eliminacion de alantoina no fue afectada por los
tratamientos, aunque, el bajo pH y mayores concentraciones de butirico, observados
para T, sugieren que la fermentacion ruminal pudo haber sido mejorada.

Palabras clave: pastura, pH ruminal, amoniaco, acidos grasos volatiles, alantoina.
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2. SUMMARY

The aim of this work was to determine the effect of the timing of cut on ruminal
environment of animals consuming temperate pastures. In this study 5 lambs housed in
metabolic cages consumed fresh pasture cut at 7:00 (M) or 18:00 h (A) and immediately
offered during 3 periods. Samples of ruminal liquor extracted each hour during 24 hours
were analyzed for pH, ammonia and volatile fatty acids. Microbial nitrogen production
and its utilization efficiency were indirectly estimated by daily urinary allantoin
elimination. Data was statistical analyzed as repeated measures using a mixed model.
Ruminal pH was lower, and the butyric, valeric and caproic acids were higher for A, with
minimum pH values for M (6.6) and A (5.44) registered 4 and 2 hours after the meal
beginning respectively, and maximum values of ammonia 32.57 and 29.24 mg/dl (M and
A, respectively) 4 hours after the meal beginning, for both treatments. The allantoin
elimination was not affected by treatments, although, lower pH and higher butyric
concentrations, observed for A, suggest that ruminal fermentation could be improve.

Key words: pastures, ruminal pH, ammonia, volatile fatty acids, allantoin.
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3. INTRODUCCION

Los rumiantes a partir de la fermentacion ruminal son capaces de convertir la fibra de
los alimentos y proteinas de baja calidad, al igual que el nitrdbgeno no proteico, en
nutrientes valiosos para ellos mismos, (Dewhurst et al., 2000). Complejas interacciones
entre el forraje, los microorganismos (mo) del rumen y el animal huésped les confieren
esa habilidad. Un 6ptimo ambiente ruminal, que favorezca la actividad microbiana,
podria maximizar dichos procesos (Rearte y Santini, 1989).

La alimentacion de los rumiantes en Uruguay se basa principaimente en la utilizacion de
forrajes frescos a través del pastoreo directo durante todo el afio. Trabajos realizados
en el Departamento de Nutricion Animal de la Facultad de Veterinaria (Uruguay)
muestran que, el ambiente ruminal de animales consumiendo praderas templadas de
alta calidad es diferente del que seria un ambiente ruminal éptimo (Cajarville et al.,
2000). Ademas, se observaron diferencias en la composicion de la pastura a lo largo del
dia (Repetto et al., 2003a). Dichos aspectos hacen de interés determinar las
repercusiones que ésto pueda tener tanto en la actividad bacteriana y digestibilidad del
forraje como en la produccién de proteina microbiana (PM) a nivel ruminal.

3.1. AMBIENTE RUMINAL

Dentro del estudio del ambiente ruminal, se consideran algunos parametros tales como
el pH y las concentraciones de nitrégeno amoniacal (N-NH3) y acidos grasos volatiles
(AGV).

3.1.1. pH

El pH ruminal es un importante regulador de los procesos digestivos. Presenta un
amplio rango de valores que pueden variar desde menores de 5 hasta mayores de 7,
con continuas fluctuaciones a lo largo del dia. Estas fluctuaciones se producen en
funcién del tipo de dieta, frecuencia de alimentacion y nivel de ingesta, entre otros
(Cerrato et al,, 2005). La mayoria de las bacterias del rumen exhiben una o6ptima
actividad y crecimiento cuando el pH ruminal alcanza valores de 6.0 a 6.9 (Van Soest,
1994). Por lo tanto, las fluctuaciones de pH pueden afectar a la flora microbiana y, por
ende, a la fermentaciéon ruminal.

Para mantener su pH dentro de valores nomales, el rumen cuenta con tres sistemas
buffer: el del bicarbonato, el de los fosfatos y el de los AGV. En general, permanece
bien amortiguado por el del bicarbonato que es aportado principalmente por las
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secreciones salivares (Rearte y Santini, 1989). No obstante, en algunas ocasiones, los
productos acidos de la fermentacion exceden esta capacidad buffer, produciendo un
gran descenso del pH ruminal. Esta situacién podria derivar en la disminucion de la
funcion ruminal e incluso de la performance del animal, segun la gravedad del caso
(Russell y Hespell, 1981).

Asimismo, la acidificacion del medio ruminal puede ser la limitante para la digestion de
las paredes celulares de los forrajes. Frente a un bajo pH ruminal, tanto en estudios in
situ (Tripathi et al., 2004) como in vitro (Mourifio et al., 2001), se demostro que la
actividad celulolitica y la digestibilidad de la fibra son reducidas, asi como también las
reacciones de desaminacion (Jouany y Martin, 1997; Martin et al., 1999). Van Soest
(1994) afirma que cuando el pH ruminal alcanza valores inferiores a 6.0 es deprimida la
actividad de los mo. fermentadores de carbohidratos estructurales (CHE), cuyos niveles
son elevados con dietas forrajeras. Por el contrario, las bacterias que fermentan
carbohidratos solubles (azticares) o faciimente fermentescibles (CHS) persisten ain con
valores de pH de 4.6 a 4.9. No obstante, estudios tempranos concluyeron que un pH
reducido no causa la muerte de bacterias, sino una reduccion transitoria de su actividad
y crecimiento (Russell y Dombrowski, 1980). Hoover (1986) indicé que la reduccion
ciclica del pH ruminal por debajo de 6.2 podria causar una disminucion moderada y
transitoria de la digestion de la fibra siempre que los periodos fueran de corta duracion.
Por el contrario, una disminucion del pH durante tiempos prolongados inhibiria
considerablemente el crecimiento de las bacterias fibroliticas y con ello la digestion de
la fibra y la materia organica (MO). Al respecto, Cerrato et al. (2005) concluyen que
periodos prolongados (de 12 horas) a pH subdptimo afectan la fermentacién ruminal y
sugieren que los efectos negativos de un pH reducido dependen del tiempo total en que
el mismo esta por debajo del dptimo. Por lo tanto, dichos efectos no son abolidos
cuando se distribuye en varios ciclos de tiempo diarios.

En la literatura pueden encontrarse diversas opiniones acerca de los valores de pH que
generan un estado de acidosis ruminal en los animales, el cual conduciria, incluso, a la
necrosis de las papilas ruminales, comprometiendo su capacidad absortiva. De Veth y
Kolver (2001) realizaron una revision de 20 estudios, con vacas lecheras, y compararon
81 tratamientos. En estos tratamientos el 70% de la dieta de los animales estaba
constituido por pastura fresca de buena calidad. El rango de valores medios de pH
ruminal obtenido fue de 5.6 a 6.7 e indicaron que, en esas condiciones y con un pH
ruminal de 5.8 a 6.2, los animales no presentan un estado de acidosis ruminal
subaguda. Segun Owens et al. (1998), este estado surgiria con valores de pH ruminal
inferiores a 5.6. Brossard et al. (2004) provocaron, en ovinos, un estado de acidosis
ruminal agudo y mantenido (pH < 5.0), a través del suministro de una dieta con
excesiva cantidad de CHS. Los mismos, sugirieron que los protozoarios presentes en
el rumen jugarian un rol importante en la prevencién del desarrolio de una acidosis.
Esto lo lograrian a través de un control directo o indirecto de la fermentaciéon ruminal y
de las pablaciones bacterianas, siendo los protozoarios los mayores predadores de las
bacterias del rumen (Eugéne et al., 2004). Aunque también es posible que existan otros
mecanismos de control dentro del rumen.
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No obstante, consumiendo dietas basadas en forrajes, los rumiantes mantienen su pH
ruminal entre 6.2 y 6.8 (Church, 1993). Dicho rango de valores coincide con los
registrados en ensayos realizados en nuestro pais, trabajando con pasturas de buena
calidad y niveles bajos de suplementacion (Repetto et al., 2000). Aunque, también han
sido documentados valores de pH inferiores a los recomendables (Cajarville et al.,
2000). De Veth y Kolver (2001) trabajando con pasturas de alta digestibilidad, tambien
documentaron valores bajos de pH (5.6). Por el contrario, cuando aumenta el contenido
de fibra del forraje, aumenta la produccion de compuestos buffer y también el pH del
rumen (Beauchemin, 1991).

3.1.2. Nitrdgeno Amoniacal (N-NH3)

El N-NH3; ruminal surge como producto final de la degradacién de proteinas, a partir del
catabolismo microbiano ruminal de aminoacidos (aa), péptidos y sustancias
nitrogenadas no proteicas como la urea, obtenida a partir de la dieta o enddgena
(Russell y Hespell, 1981).

Tanto en estudios in vitro como in vivo, este compuesto ha demostrado ser el principal
nutriente nitrogenado necesario para el crecimiento de los mo del rumen. La mayoria de
las bacterias ruminales pueden utilizar N-NH; como fuente de nitrbgeno (N) para su
crecimiento (Russell, 1996). De esta manera los mo fibroliticos, a diferencia de la flora
amilolitica, son capaces de cubrir sus requerimientos de N, para la sintesis proteica,
solamente con el N-NH3 (Bryant, 1973).

Poca cantidad de N-NH; puede ser retenida en el rumen. Por lo cual, el N-NH3
producido en exceso al requerido es absorbido, en gran parte, a través de las paredes
del rumen y transportado, via portal, al higado. Este 6rgano tiene la capacidad de
transformar al N-NH3; en urea con un costo energético de poca importancia segun
algunos autores (Di Marco et al., 1998). Dicho proceso resuita muy util para el animal ya
que las bacterias ruminales son capaces de utilizar el N de la urea para sintetizar
proteinas, que luego seran absorbidas en el intestino delgado (Tebot et al., 2002).
Aproximadamente 20% del NH3; absorbido se originaria de esa urea reciclada antes que
del alimento degradado (Lapierre et al., 2005). Por lo tanto, la sintesis de urea en el
higado, a partir del NH; absorbido, y su reciclaje en el rumen podrian resultar, en
detemminadas situaciones de carencia de N, en una ventaja productiva.

No obstante, cuando los animales consumen dietas a base de pasturas de alta calidad,
las pérdidas pre-duodenales de N pueden ser de hasta 30% del N ingerido. Dichas
pérdidas ocurren como consecuencia de altas concentraciones ruminales de N-NHs; que
pueden ser generadas por una rapida y extensa degradacion del N de la pastura y/o por
una limitada capacidad del higado para metabolizar el N-NH3 (Beeber y Siddons, 1986).
De esta manera, se limitaria la eficiencia global del proceso digestivo (Elizalde et al.,
1996, Berzaghi et al, 1996).

Tesis de Grado 5




A su vez, el pH puede modificar la proporcion de N-NH; en el rumen, produciéndose un
descenso en la concentracion del mismo cuando el pH disminuye desde un valorde 7 a
5.8 (Shriver et al.,1986). Esta relacion entre ambos parametros (pH y concentracién de
N-NHa) es mediada por la actividad de proteasas y desaminasas microbianas. In vitro,
se ha observado un fuerte descenso en la actividad de ambas enzimas a un pH inferior
a 6.0, reflejandose en menores concentraciones de N-NH3 y bajos recuentos de
colonias proteoliticas (Erfle et al., 1981). Por lo tanto, la menor actividad de dichas
enzimas, debida a una gran disminucién del pH, podria resultar en una disminucion de
la sintesis microbiana.

Por otra parte, la concentracion de N-NH3 en el rumen puede variar ampliamente
dependiendo de la dieta, hora y frecuencia de alimentacion, animal y otros factores.
Joo et al. (2005) sugirieron que existe cierta influencia de la tasa de liberacion de N-NH3
sobre la sintesis de PM en rumen. Ademas, algunas variantes pueden causar una
disminucion en la eficiencia de utilizacion (captura) del N-NHs, por parte de los mo, y
eventualmente una pérdida de N. Esto depende, principalmente, de la tasa de
liberacion, disponibilidad y balance de carbohidratos (CH) y de la disponibilidad de N
(Heldt et al., 1999; Hristov et al., 2005). De esta manera, si es limitada la cantidad de
energia (E) presente en el rumen, obtenida a partir de la fermentacion de la MO, la
degradacion de las proteinas de la dieta a N-NH3, por parte de los mo, y la captacion de
N-NHj; por los mismos, seran también limitadas (Hristov et al., 1997).

Hristov et al. (2005), investigando el efecto de distintas fuentes de CH en la utilizacion
del N-NH3; ruminal en vacas lecheras, demostraron que la provision de E facilmente
fermentable en rumen puede dlsmnnwr la concentracién de N-NHs; ruminal. Esto se
produciria a través de una mejoria en la captura del N-NH; destinado a la sintesis de
PM, entre otras causas.

Por lo tanto, la disponibilidad de CH para la fermentaciéon ruminal constituye un factor
clave para lograr una mejoria en la eficiencia de utilizacion del N-NH3 ruminal, y del N
de la dieta, por los rumiantes.

Por otra parte, a pesar de que las bactenas ruminales son capaces de utilizar muy
eficientemente al N-NHs;, existen diversas opiniones acerca del nivel de N-NH;
necesario para un éptimo crecimiento microbiano en el rumen. Este, en general, se
produce dentro de un rango de 5-20 mg/di de N-NHs. Por encima de esos valores no se
evidenciaria un aumento en la produccion de N microbianc (N mo). Satter y Slyter
(1974) consideran como nivel adecuado 5 mg/di, mientras que Mehrez et al. (1977)
afirmaron que, para maximizar la desaparicion de la MS, las concentraciones de N-NH;
deben ser de 20 mg/dl. Aunque, también fueron documentados distintos valores
intermedios, limitantes para el incremento de las tasas de fermentacién ruminal.

Cuando los rumiantes consumen forrajes de buena calidad, las concentraciones de N-
NHs; ruminal, son variables, presentando niveles de 6 a 30 mg/dl (Napoli y Santini, 1988;
Khalili y Sairanen, 2000), pero generalmente superiores a los considerados como
limitantes. Investigaciones de Abarca et al. (1999), realizadas con pasturas mezcladas
de gramineas y leguminosas, registraron concentraciones de N-NH; ruminal de 18.2 a
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20.4 mg/dl y concluyeron que este tipo de pasturas mejoran la dieta de los animales en
pastoreo y su ambiente ruminal.

Los trabajos realizados en nuestro pais, con rumiantes pastoreando praderas
implantadas de gramineas y leguminosas, reflejan que las concentraciones ruminales
de N-NHj3 son elevadas (20,1 mg/dl, en promedio) y, por lo tanto, no serian la limitante
para el crecimiento microbiano (Repetto et al., 2001).

3.1.3. Acidos Grasos Volatiles

Los AGV son productos finales de la fermentacion ruminal de los alimentos, y
principalmente de los CH. Estos productos de deshecho, derivados del metabolismo
microbiano en un sistema de fermentacién anaerébica, luego de ser absorbidos, son los
principales proveedores de E para los procesos metabdlicos de los rumiantes (Voelker y
Allen, 2003).

Como resultado de la fermentacion de CH, los AGV generados son el acetato,
propionato, butirato y valerato, entre otros (Van Soest, 1994). Dietas basadas en
forrajes (generalmente ricas en celulosa, con un contenido intermedio en CHS y pobres
en almidon) resultan en una elevada producciéon de acetato, ademas de proporcionar
entre 50 y 80 % de la E metabolizable utilizada por los rumiantes (Church, 1993).

No obstante, de los AGV presentes en el rumen, no todos derivan directamente de la
fermentacion de los CH, también pueden resultar de la accién microbiana sobre
proteinas u otros compuestos nitrogenados (Maynard et al., 1981). Algunos de los aa
que pueden ser transformados en AGV son: la valina, que se transforma en acido iso-
butirico, leucina en acido iso-valérico, y prolina y otros esqueletos carbonados en acido
valérico (Napoli y Santini, 1987).

Es ampliamente conocido el rol que cumplen estos acidos en la reduccion del pH
ruminal, siendo éste minimo entre %2 y 4 hs luego de la ingesta (Church, 1993). Por lo
tanto, la produccion de AGV en el rumen esta intimamente relacionada con el pH
ruminal. Este, ademas de ser un importante regulador para la produccion y crecimiento
microbiano (Russell y Dombrowski, 1980), es capaz de afectar Ja producciéon de los
productos finales de la digestion. Como resultado de una gran produccion de AGV se
observa una rapida absorcion de los mismos, en su forma no disociada y desde el
rumen, dirigida a su reduccién y a la estabilizacion del pH ruminal (Sniffen y Thomas,
1991; Dijkstra et al., 1993). El pKa para cada AGV es diferente, el del cido acético, por
ejemplo, es de 4.76 y para la mayoria de los AGV es de aproximadamehte 4.8. Por lo
tanto, una caida del pH ruminal hacia dichos valores lieva al incremento de cada AGV
en su forma no disociada y de sus tasas de absorcion (Kohn y Dunlap, 1998). Aunque
un bajo pH ruminal podria disminuir la motilidad ruminal, resultando en una menor
capacidad ruminal de mezcla de su contenido y, por consiguiente, en una tasa de
absorcion mas lenta (Voelker y Allen, 2003; Kristensen y Harmon, 2004).
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A pesar de las grandes oscilaciones en la poblacién microbiana y de las diferencias en
el consumo de alimentos, las proporciones de los AGV en el rumen, se mantienen
notablemente estables. Sus proporciones molares son generalmente proximas a 65: 25:
10, para el acetato, propionato y butirato, respectivamente, con dietas a base de
forrajes (Church, 1993). Esto sin considerar otros AGV de menor importancia, como ser
el valérico, el isovalérico y el isobutirico (Jarrige, 1990). Estos productos son
continuamente absorbidos desde el rumen, luego de su produccidn, con una tasa de
absorcion, en orden, de isobutirato<acetato=propionato=butirato<valerato (Kristensen et
al., 2000). Por lo tanto, las tasas de absorcién fraccionales de acetato, propionato y
butirato, son similares, pero a un pH ruminal préximo a 6.3 (Sniffen y Thomas, 1991;
Dijkstra et al., 1993).

Ha sido asumido que el epitelio ruminal también tiene la capacidad de utilizar a los AGV
en distintas proporciones, a medida que son absorbidos (Maynard et al., 1981,
Kristensen, 2005). Proporcionalmente 0.3, 0.5 y 0.7 del acetato, propionato y butirato
absorbidos desde el rumen, respectivamente, son metabolizados por su epitelio
(Bergman y Wolff, 1971) y numerosos estudios lo han verficado. Aunque,
observaciones in vitro recientes muestran que, menor cantidad de AGV es metabolizada
y oxidada en el epitelio ruminal (Kristensen, 2005).

Para estimar las tasas de produccién de los AGV en el rumen han sido desarrollados
varios métodos. Aunque su alto costo y falta de exactitud (Corley y Murphy, 2004)
ademas de la complejidad de las interacciones y competitividad en la activacion,
absorcion y metabolismo de los distintos AGV, llevan a que la estimacion de su
produccion resulte dificultosa (Kristensen, 2005).

3.2. PRODUCCION DE PROTEINA MICROBIANA EN RUMEN

Existen muchos métodos para estimar la produccién de PM que entrara al duodeno.
Entre ellos se encuentra la determinacion de bases puricas (BP), utilizadas como
marcador microbiano. Su principio se basa en que los acidos nucleicos, sintetizados por
los mo ruminales, son degradados por enzimas a BP y pirimidinicas. Las mismas son
eficientemente absorbidas en el intestino delgado, degradadas por enzimas, y la
mayoria de sus metabolitos son excretados en la orina. Estos son: alantoina, en mayor
proporcion (86% segun Puchala y Kulasek, 1992), pero también xantina, hipoxantina y
acido urico (Martin-Orue et al., 1996; Tebot et al., 2002). Muchos autores han revelado
una cercana relacion entre los acidos nucleicos que alcanzan el intestino delgado del
animal y la excrecién urinaria de derivados puricos, especialmente alantoina (Tebot et
al., 2002; Yanez et al., 2004). Siendo, la estimacién de alantoina, mas precisa que la de
todos los derivados puricos excretados en la orina (Puchala y Kulasek, 1992). Ademas,
este método puede ser aplicado en animales intactos, requiriendo solamente de la
recoleccién de orina (Martin-Orue et al., 1996).

Con dietas a base de forrajes, la produccién de N mo en el rumen puede ser la principal
fuente de proteina que llega al intestino deigado del rumiante (Pérez et al.,1997),
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pudiendo representar mas del 50% del suministro de proteina duodenal (Lapierre et al.,
2005). En el mismo sentido, Gosselink et al. (2003) en una revision bibliografica
constataron que la cantidad de PM sintetizada representa, en promedio, 64% del flujo
de proteina entrante al duodeno, en rumiantes consumiendo forrajes.

Por lo tanto, la mitad de los aa absorbidos en el intestino delgado de los rumiantes, y a
menudo 2/3 a 3/4 partes, derivan de la PM (AFRC, 1992). Los mo del rumen tienen un
perfil de aa variable, pero generalmente bueno (Dewhurst et al., 2000), y muy cercano
al requerido por los rumiantes (O"Connor et al., 1993). Por lo tanto, la PM debe ser
considerada como la principal fuente proteica para el animal, en condiciones normales
de alimentacion. Dietas con alta proporcion de forraje, resultan benéficas para la
produccion de PM (Yang y Beauchemin, 2004). La eficiencia de este proceso es
expresada, generalmente, como la cantidad de N mo producido por kg de MO
aparentemente digerida en rumen (MODR). El ARC (1984) adopt6 un valor promedio de
30 g N /kg MODR, aunque existe un amplio rango de valores en la bibliografia.

Los principales factores que influyen en la produccion microbiana ruminal son: el nivel
proteico de la dieta, cantidad y disponibilidad de N (Hristov et al., 1997; Gosselink et al.,
2003); nivel de ingesta (Heldt et al., 1999), y, fundamentaimente, la cantidad,
disponibilidad, tipo y balance de CH (Dewhurst et al., 2000, Gosselink et al., 2003).
Siendo necesaria una correcta sincronizacion entre el aporte de materias nitrogenadas
(MN) y CHS al rumen para favorecer el crecimiento microbiano, e incrementar el flujo de
PM al duodeno (Branine y Galyean, 1990; Berzaghi et al., 1996).

Como se mencioné anteriormente, las concentraciones de N-NH; ruminal no
representan, en nuestro pais, una limitante para el crecimiento microbiano, a diferencia
de la E. Esta es obtenida principalmente a partir de la fermentacion de los CHS
contenidos en el forraje fresco (Dove y Milne, 1994). Por lo tanto, si la dieta no aporta
las cantidades necesarias de CHS, utilizados como fuente energética para la sintesis
microbiana en rumen, la utilizacién total de ese N-NH; producido no es posible. De
manera que existe un desbalance entre N y E y una baja eficiencia de sintesis de PM.

Muchos estudios, dirigidos a sincronizar la degradacion ruminal de N y E, han generado
resultados conflictivos. Los mismos han utilizado diferentes principios, como ser la
combinacién de ingredientes en las distintas dietas utilizadas. También, alterando los
horarios relativos de alimentacidn; dosificando fuentes especificas de E y N al rumen; o
por combinacién de estos métodos (Dewhurst et al., 2000).

Algunos estudios, in vitro (Henning et al., 1993) e in vivo (Richardson et al., 2003) no
han mostrado mejoria en la sintesis de PM debido a la sincronia de N-E en rumen.
Mientras que otros estudios, in vivo, como el de Hermrera-Saldana et al. (1990), Kolver et
al. (1998) y Miller et al. (1999), sugieren una respuesta positiva lograda con la mejor
sincronizacion. Aunque, para algunos, esos cambios fueron muy transitorios (de 2 a 4
horas de duracién) y tuvieron poco impacto en la sintesis diaria de PM (Kolver et al.,
1998).
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3.3. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LOS COMPONENTES QUIMICOS DE
FORRAJES TEMPLADOS

Las praderas templadas de nuestro pais proveen a los mo ruminales un sustrato de
rapida fermentescibilidad y alto contenido de proteina bruta (PB) de rapida degradacion
ruminal (Repetto et al., 2005), pero con niveles variables de CHS. Estos ultimos tienden
a ser bajos, lo que limitaria la eficiencia de utilizaciéon del N por los ma del rumen (Khalili
y Sairanen, 2000; Trevaskis et al., 2001).

Los CH de las plantas forrajeras constituyen entre el 50 a 80 % de la materia seca (MS)
y pueden ser clasificados en tres categorias, desde un punto de vista fisiolégico: a-
polisacaridos estructurales, principalmente pectinas, celulosa y hemicelulosas; b-
azucares simples, que actian en el metabolismo intermediario, y c- componentes de
reserva temporaria como fructanos y sucrosa (Van Soest, 1994). La luz es la principal
fuente de E para la planta y son los CH la principal reserva de E fotosintética.

Se han registrado incrementos en el contenido de azucares solubles de las plantas
cuando existe alta intensidad de luz, y por lo tanto de actividad fotosintética, al tiempo
que los componentes de la pared celular disminuyen (Sniffen y Thomas, 1991; Mayland
et al., 2005), probablemente por dilucién (Van Soest, 1994; Mayland et al., 2005). La
fijacion de carbono por parte de las plantas esta limitada al periodo diurno, con un
consumo constante. Por esta razén una reserva temporaria es indispensable. Ello se
efectia en forma de almidén dentro de los cloroplastos y de sacarosa dentro de las
vacuolas que son movilizadas durante la noche. Por lo tanto, el tenor de sacarosa
aumenta en el curso del dia llegando a un maximo al atardecer y disminuyendo, luego,
hasta el comienzo del nuevo dia (Mayland et al., 2005).

Con respecto a la variacion de la concentracion de azucares en los forrajes, los CH no
estructurales (CHNE) totales, han resultado superiores durante la tarde, comparado con
la mafnana, (Griggs et al., 2005). De la misma manera, Repetto et al. (2003a), durante el
otofio y en nuestro pais, muestreando parcelas de especies puras de gramineas y
leguminosas, en diferentes cortes y en 3 momentos del dia (manana, mediodia y tarde),
registraron importantes incrementos en los contenidos de CHS en el correr del dia. En
promedio, dichos incrementos fueron préximos a un 75% para alfalfa y un 110% para
festuca. Los mismos autores observaron también, que la relacion de CHS/MN de las
plantas aumentaron en la tarde, en comparacioén con la manana, ya que el contenido de
MN tiende a mantenerse constante (Repetto et al., 2003b).

4. HIPOTESIS

Las variaciones en la composicién quimica de la pastura a lo largo del dia, con mayores
niveles de azucares solubles durante la tarde, provocarian cambios en el ambiente
ruminal y en la sintesis de proteina microbiana de los animales que la consumen.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el momento del dia en que se corta una pastura tiene repercusion en el
ambiente ruminal y en la produccién de proteina microbiana de ovinos que la
consumen.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

-Analizar la composicién quimica, el contenido de azucares solubles, nitrégeno, y la
relacion entre ambos, en la pastura ofrecida y en distintos momentos del dia.

-Evaluar si el momento del dia en el que los animales consumen un forraje fresco,
afecta la dinamica del pH y las concentraciones de nitrbgeno amoniacal y acidos grasos
volatiles a nivel ruminal.

-Determinar si el momento del dia en el que los animales consumen un forraje fresco,
tiene efecto sobre la sintesis de proteina microbiana a nivel ruminal.

6. MATERIALES Y METODOS

El disefio experimental fue realizado en el Campo Experimental N° 2 (Libertad) y en el
laboratorio del Departamento de Nutricion Animal de la Facultad de Veterinaria.

6.1 ANIMALES, DIETAS Y TRATAMIENTOS

Para la realizacion del disefio experimental se utilizaron 5 corderos Corriedale x
Milkschaf (25 + 0.86 kg P.V) canulados en rumen. Estos fueron alojados en jaulas
metabdlicas individuales, con libre acceso al agua, durante todo el disefio experimental.
La dieta administrada a los animales consistio en una pradera templada implantada, en
estado vegetativo. La misma estaba compuesta por una mezcla de gramineas (90%),
principalmente raigras (Lolium multifiorum) y Avena (Avena sativa), con predominio de
ésta Ultima, y leguminosas (10%), trébol rojo (Trifolium pratense), trébol blanco
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(Trifolium repens), lotus (Lotus comiculatus). Su composicién al inicio del experimento
se describe en la Tabla |.

Tabla I. Composicién quimica de la pastura consumida por los animales al inicio del disefio
experimental

Disponibilidad, MS, % MO, %* FND, %* FAD, %* PB, %*
kgMS/ha
4400 14.7 88.7 49.9 26.8 14.4

*- datos expresados en base seca.

La pastura fue suministrada, como unico alimento, inmediatamente luego de ser cortada
en dos momentos del dia y asignadas a dos tratamientos diferentes:

o Tratamiento M: Forraje cortado en la manana (7:00 h).

o Tratamiento T: Forraje cortado en la tarde (18:00 h).

El forraje fue ofrecido a los animales durante un horario restringido de 4 horas (de 7:00
a11:00 hy de 18:00 a22:00 h, My T respectivamente).

Las pruebas se realizaron en periodos experimentales de una semana de duracién,
luego de una adaptacion de aproximadamente 10 dias (total 17 dias). En el periodo |
dos de los animales fueron sometidos al tratamiento M y otros 2 al tratamiento T. En el
periodo Il se invirtieron los tratamientos, constituyendo un disefio cruzado. En el periodo
I, se utilizé un cordero extra que fue sometido al tratamiento T. Este periodo, y animal,
fueron incorporados al disefio experimental a partir del periodo Il inclusive, como
consecuencia del descarte de 1 de los animales. De esta manera se logré que 4
corderos fueran sometidos a los 2 tratamientos, en periodos de tiempo diferentes.

Durante el disefio experimental, muestras de la pastura consumida y materias fecales
eliminadas por los animales fueron analizadas. De esta manera, se analizé la
composicidn quimica de la pastura, el consumo individual y la digestibilidad aparente.
Ademas, finalizado cada periodo experimental, se procedio a la extraccién de muestras
de liquido ruminal para su posterior determinacion del pH. Submuestras de cada
extraccion fueron almacenadas para analizar las concentraciones de N-NH; y AGV. El
volumen de orina, eliminada por los animales fue determinado durante cada periodo
experimental, almacenando muestras para la determinacién de alantoina urinaria.
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6.2. MEDICIONES Y CALCULOS REALIZADOS

6.2.1. Composicion quimica de la pastura y heces

La composicién quimica de la pastura (ofertas y rechazos) y de las heces fueron
analizadas para MS (por el secado de las muestras, a 105°C, hasta lograr un peso
constante) y para MO. Ademas, se determind el contenido de PB de la pastura. Tanto la
MO como la PB fueron analizadas segun A.O.A.C (1984). Las determinaciones de fibra
neutro detergente (FND) y fibra acido detergente (FAD) se realizaron de acuerdo con la
técnica descrita por Goering y Van Soest (1970). Finalmente, el contenido de CHS de la
pastura se analizé siguiendo la técnica descrita por Yemm y Willis (1954). Todas las
muestras fueron analizadas por duplicado, aceptando coeficientes de variacion entre
analisis del 3 al 5 % segun el parametro.

6.2.2. Consumo

El consumo de cada animal fue determinado por diferencia entre la MS ofrecida y la
rechazada. El mismo fue expresado como MS ingerida (kg/dia), obtenida a partir de: MS
ofrecida (kg) — MS rechazada (kg), y como MO ingerida (kg/dia), obtenida a partir de:
MO ofrecida (kg) — MO rechazada (kg). A partir de estos datos se calculé el consumo
individual expresado en g de MS y MO ingeridos por kg de peso metabdlico (kg®™).

6.2.3. Materia Organica Digestible ingerida (MODI)

Se extrajeron muestras de materia fecal y se congelaron alicuotas de las mismas,
equivalentes al 10% del total de heces emitidas por cada animal y por dia. A partir éstas
se determind la MODI como: coeficiente de digestibilidad de la MO x MO ingerida (kg).
La MODR fue asumida como el 65% de la MODI.

6.2.4. Ambiente Ruminal

Muestras de liquido ruminal de cada animal, tratamiento y hora, durante 24 horas,
fueron extraidas mediante una sonda pemmanente colocada en el rumen de los
corderos. A partir de las mismas se estudiaron la evolucién diuna del pH y las
concentraciones de N-NH; y AGV.
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6.2.4.1. pH

El pH fue determminado en forma inmediata a la extraccion de cada muestra utilizando un
pHmetro digital.

6.2.4.2. Nitrbgeno Amoniacal

Una alicuota (10 ml) de cada extracciéon de liquido ruminal fue congelada, utilizando
cloruro de sodio al 20% (10 ml) como conservante. La concentracién de N-NH; ruminal
fue determinada por destilacion directa, con tetraborato de sodio.

6.2.4.3. Acidos Grasos Volatiles

Las concentraciones de AGV totales (AGVt) e individuales (acético, propidnico, butirico,
isobutirico, valérico, isovalérico y caproico) fueron determinadas, también a partir de
una alicuota de cada extraccion de liquido ruminal congelada, con acido metafosférico
al 20% como conservante. Estos analisis fueron realizados, por cromatografia de gases,
en el INTA Castelar (Argentina).

6.2.5. Alantoina y Produccién de Proteina Microbiana

Se colectd el total de orina eliminada por los animales, durante 5 dias de cada periodo
experimental, para la determinacidn de la eliminacién de alantoina. La misma fue
determinada para cada animal, a partir de alicuotas de orina (de 30 ml) colectadas
diariamente y congeladas, con &cido sulfurico al 10% como conservante. Para su
deteminacion se empled el método de Fujihara et al. (1987) y la produccién de PM fue
estimada a partir de la alantoina eliminada por la orina, de acuerdo a la férmula
propuesta por Puchala y Kulasek (1992):

y=e(0.830+2.089x)
donde “y” representa el N mo (g/d) que llega al duodeno y “x” la excrecion urinaria de N
de alantoina (g/d). Ademas, la eficiencia de produccion de PM en el rumen, fue
expresada como: g de N mo por kg de MS digerida, g de N mo por kg de MO digerida y
como g de N mo por kg de MODR. Considerando a la MS digerida (kg) como: MS
ingerida (kg) — MS heces (kg) y, a la MO digerida (kg) como: MO ingerida (kg) — MO
heces (kQ).
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6.3 ANALISIS ESTADISTICOS

Los parametros de fermentaciéon ruminal fueron analizados estadisticamente como
medidas repetidas, usando un modelo mixto (proc. mixed del SAS), incluyendo los
efectos animal, periodo, tratamiento, hora y la interacciéon tratamiento x hora. Mientras
que el contenido diario de CHS y N de la pastura, y la relacion entre ambos fueron
comparados, entre tratamientos para los distintos dias de medicién, utilizando el modelo
general lineal (GLM), considerando los 3 periodos experimentales, como bloques. Los
niveles de consumo, los de digestibilidad aparente, y la produccion de PM, fueron
comparados, para ambos tratamientos, también utilizando el modelo GLM. En este caso
se incluyeron los efectos periodo, tratamiento y animal.

7. RESULTADOS

7.1. EVOLUCION DIURNA DE LOS AZUCARES SOLUBLES DE LA PASTURA
OFRECIDA

Los porcentajes de CHS y N, asi como la relacién entre ambos componentes de la
pastura, se representan en la Tabla Il. En la misma se puede apreciar un mayor
contenido de CHS, en la pastura ofrecida a los animales, durante la tarde. Al mismo
tiempo se produjo la disminucién porcentual del contenido nitrogenado de la pastura,
generando una relacion CHS/N ascendente a lo largo del dia.

Tabla il. Contenido de aziicares solubles (CHS), nitr6geno (N) y su relacion, segin el horario de
corte de la pastura consumida por los animales (M o T) y el periodo experimental (I, Il o 1ll). Datos
expresados en base seca (n=14; M: 6, T:8).

Periodo Experimental

{ I il MvsT
M T M T T ESM P
CHS, % 7.99 106 203 229 16.0 0.312 0.003
N, % 1.72 1.61 1.20 1.16 097 0.030 ns
CHS/N 469 6.60 16.9 199 16.7 0.294 0.003

M: forraje cortado y ofrecido en la mafiana, T: forraje cortado y ofrecido en la tarde, ESM: error estandar
de las medias, P: probabilidad estadistica, ns: no significativo (P> 0.05)
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7.2. CONSUMO Y DIGESTIBILIDAD APARENTE

Las cantidades de MS y MO que fueron ingeridas por los animales, asi como
también la MODI y la cantidad de MODR, fueron similares para ambos tratamientos
(Tabla Ill).

Tabla lll. Ingesta y digestion de MS y MO en corderos alimentados con forraje fresco cortado
durante la maiiana (M) o la tarde (T)

M T ESM P
Ingesta, kg/d

MS 0.552 0.500 0.031 ns

MO 0.501 0.458 0.028 ns

Ingesta, g/kg® ™

MS 49.3 44 .6 27 ns

MO 447 40.9 25 ns
MODI, kg 0.412 0.368 0.018 ns
MODR , kg 0.269 0.241 0.011 ns

kg/d: kilogramos por dia, gkg’ "": g ingeridos por kg de peso metabélico, MODI: materia organica
digerible ingerida, MODR: materia orgénica aparentemente digerida en rumen. ESM: error estandar de
las medias, P: probabilidad estadistica, ns: no significativo (P>0.05).

7.3. AMBIENTE RUMINAL

7.3.1pH

La evolucion diuma del pH ruminal de los corderos se representa en la Figura 1. En
la misma puede observarse la disminucién del pH producida inmediatamente luego
de la ingesta (hora 0). Esta disminucion persiste por aproximadamente 4 horas.
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Figura 1. pH ruminal en corderos alimentados de mafiana o de tarde. Medias * error estandar (ES).

En cuanto a los valores medios de pH obtenidos en este trabajo (Tabla 1V) se hallé
una diferencia importante entre tratamientos (P = 0.001). Aunque, tal como se
observa en la figura 1 y en la Tabla 1V, la forma de las curvas de pH fueron muy
similares para ambos tratamientos, dado que la interaccién t x h no fue significativa.

Por otra parte, se constataron diferencias significativas entre las distintas horas de
cada tratamiento (Tabla IV). Principalmente desde las horas2a7 (M)y1a7 (T), en
relacion al comienzo de la comida.

Los valores minimos de pH registrados fueron inferiores para T (P < 0.001), con
valores de 569 y 544, 4 y 2 horas luego del comienzo de la ingesta My T
respectivamente). Registrandose periodos de 5 y 9 horas (M y T, respectivamente)
en los cuales el pH ruminal presentd valores inferiores al 6ptimo necesario para las
bacterias ruminales.
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Tabla IV. Valores medios de pH ruminal y concentracion de N-NH; en el liquido ruminal de
corderos alimentados con forraje fresco cortado durante la mafiana (M) o la tarde (T)

P
M T ES t h txh

pH 6.47 6.28 0.057 0.001 <0.001 ns
N-NHa, mg/dl 17.78 18.63 1.405 ns 0.002 ns

ES: error estandar, t: efecto tratamiento, h: efecto hora, txh: inferaccion entre tratamiento y hora, ns: no
significativo (P> 0.05).

7.3.2. Nitrogeno Amoniacal

Con respecto a la concentracion de N-NH; en el liquido ruminal de los animales (Figura
2) se constatd un incremento producido a partir del comienzo de la ingesta (hora 0). El
mismo se registro hasta alcanzar valores maximos a la hora 4, para ambos tratamientos
(32.57 y 29.24 mg/dl, M y T respectivamente).

40 -
35
30
25
20

15

N-NH3, mg/100ml

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo a partir de la comida, h
—x— maiiana (M) —— tarde (T)

Figura 2. Concentracién de N-NH; en el liquido ruminal de corderos alimentados de maiana o de
tarde (Medias t ES).
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Tal como puede observarse en la Tabla IV, no fueron halladas diferencias
significativas, entre tratamientos, para este parametro. Ademas, como se observa en
la Tabla IV y en la Figura 2, la forma de las curvas de N-NH; para ambos
tratamientos fueron similares, ya que la interaccién t x h no fue significativa.

No obstante, existieron diferencias importantes entre las distintas horas de muestreo,
para ambos tratamientos (Tabla V).

N-NH3, mg/100ml

0 1L L L L L L e D | 5
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

—xN-NH3M —+N-NH3 T ——pHM —=—pH T

Figura 3. pH y concentracion de N-NH; en el fluido ruminal de corderos alimentados durante la
mafiana (M) o la tarde (T).

Como se puede apreciar en la Figura 3, las curvas se presentan en forma de espejo. De
manera que los momentos en que la concentracién de N-NH; fue maxima coinciden con
los de minimo pH y para ambos tratamientos.

7.3.3. Acidos Grasos Voléatiles

Con respecto a los AGVt (Figura 4) se registré6 un aumento de su concentracion a
partir del comienzo de la ingesta, hasta alcanzar un maximo nivel alrededor de la
hora 4, para ambos tratamientos (130.5y 119.8 mM, My T respectivamente).
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Las concentraciones medias de AGVt, registradas para ambos tratamientos, se

representan en la Tabla V.

Tabla V. Concentracién de AGVt e individuales en el fluido ruminal de corderos alimentados con

forraje fresco cortado durante la maiiana (M) o la tarde (T)

P
M T ES t h txh
AGVt, mM 92.53 95.42 4.043 ns <0.001 ns
Acetato (A) 54.67° 53.92° 2.636 ns <0.001 ns
60.23° 57.13° 1.517 0.046 0.020 ns
Propionato (P) 25.93 25.82 1.757 ns <0.001 ns
27.05 26.69 1.228 ns 0.009 ns
Butirato 8.757 11.88 0.872 <0.001 <0.001 ns
9.004 11.93 0.622 <0.001 0.001 ns
Isobutirato 0.886 0.597 0.218 ns 0.002 ns
1.252 0.857 0.290 ns <0.001 ns
Valerato 1.129 2.164 0.335 0.003 0.036 ns
1.102 2.115 0.305 0.002 ns ns
Isovalerato 1.103 0.909 0.171 ns ns ns
1.281 1.086 0.206 ns 0.008 ns
Caproato 0.008 0.090 0.020 <0.001 0.041 ns
0.008 0.087 0.018 <0.001 0.030 0.043
AP 2.339 2.361 0.182 ns 0.008 ns

a: concentraciones absolutas (mM/); b: proporciones molares (%)

ES: error estandar, t: efecto tratamiento, h: efecto hora, txh: interaccién entre tratamiento y hora, ns: no

significativo (P> 0.05).

En la misma se observa que para los AGVt no fueron halladas diferencias
significativas entre tratamientos, ni en la interaccién t x h, resultando en curvas
similares para ambos tratamientos (Figura 4 y Tabla V). Aunque, si existieron

diferencias significativas entre las distintas horas de cada tratamiento (P < 0.001).

Las concentraciones de cada AGV presente en el liquido ruminal pueden observarse
en la tabla V. Entre ellos, el acido acético resultd ser el mas abundante para ambos
tratamientos, seguido por los acidos propionico y butirico. Mientras que, para el resto
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de los AGV analizados (isobutirico, valérico, isovalérico y caproico) fueron
registradas pequenas cantidades, en comparacién con los otros AGV.

Con respecto a las diferencias halladas entre tratamientos (M y T), los acidos butirico,
valérico y caproico, expresados tanto en concentraciones absolutas como en sus
proporciones molares, presentaron mayores valores para T. Ademas, el acido acético,
expresado en proporcién molar, fue significativamente menor para T (Tabla V).

Se evalud, también, la relaciéon acético:propiénico (Tabla V), registrandose valores
similares para ambos tratamientos.

1607
140
*

s 100
= 1
> 80{ A
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< 60 !4/[

20 %

o B el

-2 0 2 4 6 8 10

Tiempo a partir de la comida, h

o-AM- o PM = BM -+ AT
—eP-T- —B-T- —o— AGVt-M- - AGVL-T-

Figura 4. Concentracion de AGVt e individuales (Acético: A, Propiénico: P, Butirico: B) en el
liquido ruminal de corderos alimentados de mafiana (-M-) o de tarde (-T-). (Medias + ES)

En la Figura 4 se representan, ademas de las concentraciones de AGVt, las
concentraciones de los diferentes AGV presentes en mayor proporcion en el liquido
ruminal. En la misma se puede observar cdmo para cada uno de ellos se registraron
valores maximos 4 horas luego del comienzo de la ingesta.

Cuando las concentraciones obtenidas de AGVt (Figura 5) fueron enfrentadas a los

niveles de pH ruminal registrados, puede observarse el incremento de los AGVt
producido en forma casi simultanea con la disminuciéon del pH ruminal y viceversa,
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para ambos tratamientos. De esta forma, la mayor concentracion de AGVt,
registrada alrededor de la hora 4, coincide con los minimos valores de pH obtenidos.
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2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo en relacion a comienzo de la comida, h

—o— AGVt-M --e— AGWt-T —o—pH-M —a— pH-T

Figura 5. Evolucién diurna del pH y concentracién de AGVt en corderos alimentados durante la
mafiana (-M) o la tarde (-T).

7.4. ALANTOINA Y PRODUCCION DE PROTEINA MICROBIANA

La eliminacion diaria de alantoina, el N mo y la eficiencia de sintesis microbiana se
presentan en la Tabla VI. En la misma puede observarse que las diferencias
halladas entre ambos tratamientos no resuitaron significativas para ninguno de los
parametros determinados.
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Tabla V1. Excrecién urinaria de alantoina, N mo y eficiencia de sintesis microbiana, en corderos
alimentados con forraje fresco cortado durante la mafiana (M) o la tarde (T)

M T ESM P

Excrecion urinaria:
Alantoina (g/d) 0.930 0.750 0.012 ns
N mo (g/d) 4.710 4.160 0.052 ns
N mo (g/kgMSing.) 8.640 9.390 1.433 ns
N mo (g/kgMOing.) 9.550 10.18 1.5652 ns

Eficiencia de sintesis
microbiana:

g N mo/kgMSdig. 10.77 13.60 3.092 ns
g N mo/kgMOQOdig. 11.60 14.53 2.302 ns
g N mo/kgMODR 18.12 20.59 1.820 ns

ESM: enror esténdar de las medias, P: efecto tratamiento, ns: no significativo (P>0.05).
ing.: ingerida, dig.: digerida; g/d: gramos por dia.

8. DISCUSION

8.1. pH RUMINAL

Los valores promedio de pH ruminal obtenidos en el presente trabajo se encuentran
dentro del rango normal esperado (de 6.2-6.8) para rumiantes consumiendo dietas
basadas en forrajes. Dichos valores coinciden con los obtenidos en diferentes
trabajos con rumiantes a pastoreo (Abarca et al., 1999; Cajarville et al., 2000).

En este caso, alimentando a los animales en forma restringida, solamente una vez
por dia y durante 4 horas, la variacion del pH producida durante el dia fue
importante. De esta manera, se registré6 una notoria disminucién del pH a partir del
comienzo de la ingesta y dentro de las primeras 4 horas post-ingestion. Sin
embargo, cuando el régimen de alimentacion es continuo las fluctuaciones del pH
ruminal durante el dia son déhiles o poco notorias (Pérez et al., 1997). Muchos
autores han relacionado la disminucién del pH ruminal, producida a partir de la
ingesta, con el aumento de las concentraciones de AGV en el rumen (Marshall et al.,
1992, Voelker y Allen, 2003). Estos autores propondrian a los AGV como los
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posibles responsables de la disminucidén del pH producida a partir de la ingesta en
este experimento.

Los valores inferiores de pH ruminal obtenidos cuando los animales fueron
alimentados durante T se deberian, probablemente, al mayor contenido de CHS en
la pastura y quizas a una mayor produccion de AGV a partir de la misma.

La administracion de CH almidonosos, a través de la suplementacion con granos
(Garcia et al., 2000), o tras la inyeccién intraruminal de almidon en vacas lecheras a
pastoreo (Rémond et al., 2002), se ha relacionado con rapidas disminuciones en el
pH ruminal. Con respecto a los CHS, si bien la informacién es escasa, en nuestro
pais, pasturas cortadas a diferentes horas del dia muestran que las concentraciones
ascendentes de CHS registradas a lo largo del dia, se corresponden con el
incremento en la fermentescibilidad de las mismas (Repetto et al., 2006).

En este trabajo, las diferencias de pH halladas entre ambos tratamientos no se
comrespondieron con diferencias significativas en las concentraciones de AGVt. Lo
mismo fue hallado por Rabelo et al. (2003) quienes, utilizando 2 dietas con distinta
densidad energética en vacas lecheras, con la de mayor densidad energética
registraron un pH ruminal mas bajo, sin observar, tampoco, grandes cambios en las
concentraciones de AGV. No obstante, en este caso, no podemos saber si las
diferencias de pH, halladas entre M y T, fueron o no causadas por los AGV
producidos a partir del forraje administrado. Esto se deberia a que no se midi6 la
produccién sino concentraciones instantaneas de AGV en el rumen.

Aunque en este estudio el lactato no fue medido, su produccion y concentracion en
rumen pudieron haber aumentado durante T, con la consiguiente disminucién del pH.
Esto se produciria como consecuencia del mayor contenido de CHS en la pastura,
durante la tarde. Al respecto, Heldt et al. (1999) constataron un mayor potencial para
la produccion de lactato con CHS que con almidones.

Por otra parte, los bajos valores de pH registrados en este trabajo a 4 y 2 horas
luego del comienzo de la comida, para M y T respectivamente, se corresponden con
aquellos que causarian disminucién de la actividad celulolitica y de las reacciones de
desaminacion, e incluso con los que generarian un estado de acidosis en los
animales, segun algunos autores (Owens et al., 1998; Brossard et al., 2004). A pesar
de que los bajos valores de pH registrados durante el dia fueron transitorios,
tardaron 4 y 9 horas (M y T, respectivamente) en recuperarse. Esto podria indicar
que la degradacion de la fibra fue afectada.

8.2. NITROGENO AMONIACAL RUMINAL

En este trabajo, los niveles de N-NH; en el liquido ruminal, probablemente no
resultaron ser una limitante para la sintesis de PM. Esto se deberia a que, para
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ambos tratamientos y todos los periodos experimentales, su concentracion superé
los niveles considerados como limitantes para la misma (5-20 mg/dl).

A pesar de que se hubiera esperado que una mayor provision de E faciimente
fermentable al rumen, lograda durante T, generase una menor concentracién de N-
NH; ruminal, debido a un mejor aprovechamiento del N por los mo, ésto no se
observo en este ensayo.

La concentracién de N-NH; en el rumen puede disminuir como consecuencia de una
mayor utilizacién del mismo para la sintesis de PM, ya sea debido a una alta
disponibilidad de E, o a una menor produccién amoniacal (Oba y Allen, 2003; Hristov
et al., 2005). Esto se demostrd en estudios in vitro, cuando se adiciond CH a las
incubaciones, detectandose la disminucion de la concentracion de N-NHs; (Hristov et
al., 1997; Lee et al., 2003). El mismo resultado se obtuvo, in vivo, adicionando en
rumen glucosa y almidén (Osborne et al., 2002; Oba y Allen, 2003), sucrosa y xilosa
(Khalili y Huhtanen, 1991) o tras la inyeccion intraruminal de mezclas de CH (Hristov
et al., 2005).

Sin embargo, al igual que en este trabajo, la adicion de azucares en algunos casos
no generd una disminucién en la concentracion de N-NH3 en rumen (Sannes et al.,
2002; Kim et al., 2005).

8.3. ACIDOS GRASOS VOLATILES

En relaciéon a los AGVt, en este trabajo, su concentraciéon fue similar para ambos
tratamientos. Segun otros autores, la adicion de CHS en la dieta de los animales,
generalmente ha resultado en un incremento de la concentracion de AGV en el
rumen (Nocek, 1997), asi como también tras la inyeccién de almidén intraruminal
(Rémond et al., 2002). Aunque, los efectos de la adicién de CHS en la concentracion
de AGV en rumen, y sus perfiles, son variables en la literatura.

En el presente estudio la disminucién de la proporcidon de acetato, durante T,
coincide con resultados obtenidos, tanto in vivo como in vitro. En los mismos,
aumentando los niveles de CHS, se registr6 una reduccion en la proporcion de
acetato. Esta se deberia, probablemente, a la disminucion de la actividad de los mo
digestores de CHE, aumentando las proporciones de propionato y butirato (Khalili y
Huhtanen, 1991; Lee et al., 2003). No obstante, en otros experimentos similares, no
se observaron cambios en {as proporciones de AGV (Sannes et al., 2002; Taweel et
al., 2005).

Tal como se observé en este caso, la proporcion de propionato en algunos estudios,
con rumiantes y con dietas con alto contenido de almidén, no se vié afectada,
aunque también se registraron disminuciones en las proporciones de acetato, a favor
del butirato (Doreau et al., 2001; Brossard et al., 2003).
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Con respecto al butirato, en este trabajo, los resultados indicarian la existencia de.
una estimulacién en el crecimiento de los mo productores de butirato en el rumen, ™
durante T, probablemente debido al mayor contenido de CHS en la pastura. Estudios
previos reportaron mayores concentraciones de butirato y similares o levemente mas
bajas concentraciones de propionato con CHS que con almidones (Heldt et al.,
1999). Segun Journet et al. (1995), la proporcion de acido butirico en el liquido
ruminal es elevada cuando los animales ingieren alimentos muy fermentescibles.

El butirato, que es extensamente metabolizado por el epitelio ruminal (Kristensen,
2005), ha sido previamente citado por el importante rol que juega como fuente de E
para las células epiteliales (Bugaut, 1987) y para el animal en general (Seymour et
al., 2005). Estos dultimos autores, analizando datos de 20 estudios con 92
tratamientos diferentes, en vacas lecheras, encontraron que de los parametros
registrados, la concentraciéon de acido butirico presenta la relacién mas fuerte con la
produccion lactea. De esta manera, el incremento de sus niveles, tal cual se observé
en este estudio, para el tratamiento T, podria resultar beneficioso.

En cuanto al valerato, los resultados obtenidos coinciden con los registrados por
Voelker y Allen (2003), frente a un bajo pH ruminal, registrando una disminucién de
la tasa de absorcién del mismo. Aunque normalmente la absorciéon de AGV aumenta
cuando el pH disminuye (Dijkstra et al., 1993).

El caproato, que esta presente en menor concentracién que los AGV de cadena
corta en el fluido ruminal (Bergman, 1990), también aumenté significativamente sus
concentraciones durante T. Este AGV, que es cetogénico tanto en el epitelio ruminal
como en el higado (Kristensen y Harmon, 2005) y, que es extensamente
metabolizado por el epitelio ruminal, ademas de afectar distintos organos,
interactuaria con el butirato (Chow y Jesse, 1992).

Considerando que el butirato, valerato y caproato son los AGV mas extensamente
metabolizados por el epitelio ruminal, y que en este caso todos ellos presentaron
mayores niveles durante T, surgen posibles explicaciones, e interrogantes a la vez.
Una de ellas, y quizas la mas probable, es que sus producciones en rumen pudieron
haber aumentado debido a las diferencias en los contenidos de CHS de la pastura
consumida. Y la otra podria ser, que los bajos niveles de pH registrados en el fluido
ruminal hayan conducido a una disminucion de la metabolizacién, y absorcion, de los
mismos por el epitelio ruminal, aumentando de esta manera su concentracion en el
liquido ruminal.

Tal como se describid anteriormente, en este estudio no se determinaron
producciones de AGV sino concentraciones instantaneas en el liquido ruminal. Y,
dado que las variaciones en los porcentajes de los distintos AGV no son un suceso
eventual sino el resultado final de un complicado ajuste de la biomasa en el rumen, y
de la interaccién entre los distintos AGV, la informaciéon obtenida al respecto es
escasa como para realizar una evaluacién precisa de los resultados obtenidos.

Tesis de Grado




8.4. PRODUCCION DE PROTEINA MICROBIANA EN RUMEN

En relacién a la produccion de PM, a pesar de que se hubiera esperado que la
sincronia de N y E aportados al rumen, durante T, mejorase la sintesis de PM y la
salida de N mo desde el rumen, los resultados obtenidos fueron diferentes. Una
posible explicacion para este fendmeno seria que los mo ruminales no
aprovecharon en forma 6ptima el N-NHj3, resultando en una baja produccién de PM.

La no existencia de diferencias en la sintesis de PM entre tratamientos, podria
deberse a que éstos se diferenciaron solamente por los contenidos de CHS en la
pastura, la cual represento la unica fuente de energia administrada a los animales.
Esto esta de acuerdo con los resultados observados en algunos trabajos dirigidos a
evaluar la sincronizacién del aporte de N y E al rumen (Garcia et al., 2000; Hristov
et al., 2005). Aunque difiere de otros ensayos en los cuales el flujo de N mo al
intestino delgado o bien se incrementd, adicionando varios azucares a la dieta
(Khalili y Huhtanen, 1991; Kim et al., 1999), o disminuyd, adicionando sucrosa
(Sannes et al.,, 2002). Los distintos resultados obtenidos entre el presente ensayo y
estos ultimos, podrian ser atribuidos a las diferencias en la composicion de las
dietas administradas.

Por otra parte, la excrecién urinaria de alantoina, en este caso, aumenté junto con la
MODI tal como fue descrito en estudios tempranos utilizando BP (Fujihara et al.,
1987; Chen et al., 1990; Pérez et al., 1998).

Con respecto a los valores calculados para la produccién de PM diaria en este
trabajo, fueron menores que los hallados en algunos ensayos con rumiantes
consumiendo forrajes de buena calidad (Dove y Milne, 1994, Elizalde et al., 1998),
quizas debido a la alimentacion restringida a la que fueron sometidos los animales.
Y, aunque han sido reportados resultados del mismo orden que los nuestros,
obtenidos también por el método de la alantoina pero con dietas diferentes (Chen et
al.,, 1992; Pérez et al., 1997), no es posible encontrar un valor de produccion
microbiana que sirva de referencia. Esto se debe a que son numerosos los factores
involucrados en la produccidn microbiana, entre ellos: aporte de E y de N a los mo,
nivel de alimentacion y ritmo de pasaje (AFRC, 1996).

Si bien uso de la alantoina como marcador microbiano, para algunos autores resulta
mas preciso que el de todos los derivados puricos excretados en la orina (Puchala y
Kulasek, 1992), en este caso podria haber generado cierta subestimacion del flujo
de N mo, comparado con los derivados puricos totales, tal como fue planteado por
Pérez et al. (1997).

En relacion a la eficiencia de sintesis microbiana, si bien existen diferentes valores
en la bibliografia, en este trabajo difiri6 bastante del valor promedio propuesto por el
ARC (1984), de 30 g N mo/Kg MODR vy, del rango de 30-45 g N mo/kg MODR,
propuesto para rumiantes consumiendo pasturas de buena calidad (Dove y Milne,
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1994; Elizalde et al., 1998). Aunque coincide con los valores estimados para
animales consumiendo pasturas de otofio de baja calidad (Dove y Miine, 1994).

Strobel y Russell (1986) propusieron que la E utilizada para mantener el pH
intracelular disminuiria la E disponible para el crecimiento microbiano y la eficiencia
con que los mo convierten la E y N del alimento en proteina. Por lo tanto, a pesar de
que, en este trabajo, no se hallaron diferencias en la sintesis de PM entre
tratamientos, pudo haber existido alguna interferencia de los bajos niveles de pH
registrados en los animales luego de la comida, y principalmente de tarde, sobre la
eficiencia microbiana. Al respecto, Russell y Wilson (1996) propusieron que un bajo
pH ruminal disminuiria el crecimiento microbiano a través de la acumulacion
intracelular de AGV, aunque en este trabajo no se encontraron relaciones entre
estos parametros.

Finalmente, en este ensayo el estudio de la flora microbiana ruminal y la inclusion de
algun método, in vivo o in vitro, capaz de detectar un posible estado de acidosis
ruminal en los animales, como ser la evaluacién de la degradabilidad de la fibra,
podrian haber aportado mucha informacion. Ademas, hubiera sido interesante la
detemminacién de los niveles de lactato presentes en el liquido ruminal, y de todos
los derivados puricos excretados en la orina.

Futuros estudios deberian incluir estas determinaciones considerando, ademas, la
posibilidad de utilizar otras especies de rumiantes y analizar otros parametros
productivos que podrian ser modificados segun el horario de corte de la pastura
consumida.
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9. CONCLUSIONES

Se concluye que la pastura cortada y administrada por la tarde provocé un menor pH
ruminal en los animales.

El porcentaje de acido acético fue menor para la tarde y las concentraciones
absolutas y porcentajes de los acidos butirico, valérico y caproico fueron mayores
cuando el forraje fue cortado y consumido durante la tarde.

A pesar de que los bajos valores de pH ruminal obtenidos, principalmente durante la
tarde, representan un riesgo potencial y perjudicial para la flora bacteriana del
rumen, la posibilidad de una mayor producciéon de algunos de los AGV podria
resultar benéfica para la misma.
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