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1. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del horario de corte sobre algunos
aspectos del ecosistema ruminal de terneras que consumen una pradera templada
de buena calidad. El mismo se llevé a cabo durante los meses de agosto y octubre
en el Campo Experimental n° 2 de la Facultad de Veterinaria. En este estudio 4
terneras Holando canuladas en rumen y confinadas en alojamientos individuales,
fueron alimentadas con una pastura fresca cortada a la hora 7:00 (M) o 18:00 (T) e
inmediatamente ofrecida durante 2 periodos siguiendo un disefio cruzado. Muestras
de liquido ruminal extraidas cada hora durante 24 horas fueron analizadas para pH y
amoniaco. A partir de la eliminacién urinaria diaria de alantoina y acido Urico se
estimé indirectamente la produccién de nitrégeno microbiano y su eficiencia de
utilizaciéon. El pH ruminal resulté significativamente inferior (P=0,03) para M, con
minimos valores para M (5,48) y T (5,81), a 5 y 2 horas luego del comienzo de la
ingesta, respectivamente. Los valores de amoniaco fueron significativamente mas
altos para T (P<0,001), y los valores maximos para M (21,96 mg/dl) y T (29,61 mg/dl)
se registraron a las 6 y 5 horas luego del comienzo de la ingesta, respectivamente.
La sintesis de proteina microbiana tendié a ser mayor en T (98,7 g/d, P=0,085). En
cuanto a la eficiencia en la sintesis microbiana, no se hallaron diferencias
significativas entre los tratamientos.

Palabras clave: pH ruminal, amoniaco, proteina microbiana, pasturas
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2. SUMMARY

The aim of this work was to determine the effect of the timing of cut on some aspect
of ruminal ecosystem of heifers consuming a high-quality temperate pasture. Th
same was carried out during the months of August and October in the Experiment :
of the Veterinary Faculty. In this study 4 rumen cannulated Holstein heifers an
confined in individual accommodation, were fed fresh pasture cut at the time 7:00 (M
or 18:00 (T) and immediately offered during 2 periods following a crossover design
Samples of ruminal liquor extracted each hour during 24 hours were analyzed for pt
and ammonia. Microbial nitrogen production and its utilization efficiency were
indirectly estimated by daily urinary excretion of allantoin and uric acid. The rumei
pH was significantly lower (P=0,03) for M, with minimum values for M (5.48) and ~
(5.81), 5 and 2 hours after the start of intake, respectively. Ammonia levels wert
significantly higher for T (P=<0,001), and maximum values for M (21.96 mg / dl) an
T 29.61 mg / dl) were recorded at 6 and 5 hours after the start of intake, respectively
Microbial protein synthesis tended to be higher in T (98.7 g / d, P=0,085). As for the
efficiency of microbial synthesis, no significant differences between treatments.

Key words: ruminal pH, ammonia, microbial protein, pastures
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3.INTRODUCCION

El aporte de nutrientes en el vacuno depende en gran medida de la actividad de la
poblacién microbiana de su rumen. Los sustratos degradables de los alimentos son
fermentados por los microorganismos, y los productos finales de la misma son
absorbidos a través de las paredes del rumen. Junto a este proceso las bacterias se
multiplican generando una masa microbiana que luego es degradada cuando llega al
intestino delgado (Santini y Elizalde, 1994).

En el Uruguay, la alimentacion de los rumiantes se basa principalmente en la
utilizacién de forrajes frescos a través del pastoreo directo durante todo el afio. En
trabajos realizados en el Departamento de Nutricion Animal de la Facultad de
Veterinaria (Uruguay) se ha observado un aumento en los aztcares solubles (AS)
durante la tarde repercutia en el ambiente ruminal de los ovinos que la consumian
(Pérez, 2006). Este mismo grupo de trabajo observé que los ovinos serian mas
propensos a alteraciones en el aprovechamiento digestivo debidas al aumento de
carbohidratos no estructurales en la dieta (Aguerre et al., 2009a; Aguerre et al.,
2009b). A partir de esta informacion, es de interés determinar las repercusiones que
pueda tener el horario del dia en que se pastorea una pastura templada, tanto en la
actividad bacteriana y digestibilidad del forraje como en la produccién de proteina
microbiana (PM) a nivel ruminal de terneras.

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).

3.1.1. pH

De todos los factores del medio ruminal, el pH es el mas susceptible a variacioén, y la
racién es el factor mas determinante de los cambios (Calsamiglia y Ferret, 2002). La
mayoria de los microorganismos del rumen exhiben una Optima actividad y
crecimiento cuando el pH ruminal alcanza valores de 6,0 a 6,9 (Van Soest, 1994).
Por lo tanto, las variaciones de pH pueden afectar a la flora microbiana y a la
fermentaciéon ruminal, todo esto perjudicara el consumo y la performance animal
(Russell et al, 1992).

El pH ruminal depende fundamentalmente de 3 factores: de la produccién de acido,
de la capacidad tampoén del medio ruminal y de la eliminacién de protones por
absorcion o flujo al tracto digestivo inferior (Calsamiglia y Ferret, 2002). Para que su
pH se mantenga dentro de valores normales, el rumen cuenta con tres sistemas
buffer: el del bicarbonato, el de los fosfatos y el de los Acidos Grasos Volatiles
(AGV). En general, permanece bien amortiguado gracias al bicarbonato aportado por
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las secreciones salivares (Rearte y Santini, 1989). En algunas ocasiones, los
productos acidos de la fermentacion exceden la capacidad tampdn, produciendo un
gran descenso del pH ruminal. Los bajos pH afectan la fermentacién ruminal
(Cerrato-Sanchez et al., 2007).

El pH del rumen varia considerablemente durante el dia (Krause y Oetzel, 2006).
Cuando el pH alcanza valores inferiores a 6 la actividad de los microorganismos
(mo) fermentadores de carbohidratos estructurales se ve disminuida, siendo que sus
niveles son elevados con dietas forrajeras. Por el contrario, los mo que fermentan
carbohidratos solubles (azucares) o facilmente fermentescibles persisten aun con
valores de pH inferiores a 5 (Van Soest, 1994). Al respecto, se ha indicado que con
un pH por debajo de 6 se reducen los mo celuloliticos y se ve severamente limitada
la digestion de la fibra (Hoover, 1986; Calsamiglia et al., 2002). Segin Cerrato-
Sanchez et al (2007) los mayores efectos del pH sobre la fermentacién ruminal
tienen lugar tan pronto como el mismo empieza a ser subdptimo. Asimismo, los
mayores efectos se dan en las primeras 12 h, y en la mayoria de los casos, durante
periodos mas largos sélo encontraron pequefios efectos adicionales. Sin embargo,
otros autores no encontraron ningun efecto sobre la fermentacién microbiana ni en la
sintesis proteica (Rotger et al., 2006).

En general se acepta que una dieta alta en forraje produce un pH ruminal elevado
(6,6-6,8), ya que induce a una gran actividad de rumia y alta produccion de saliva,
promoviendo el crecimiento de bacterias que digieren celulosa y hemicelulosa, cuyo
producto final principal es el acético. Por el contrario, un alto nivel de concentrado
determinara un pH bajo (5,8-6,0), lo que promovera una actividad amilolitica con
incremento marcado de produccién de acido propiénico y lactico (Santini y Elizalde,
1994). La acumulacién de lactato en el rumen conduce a acidosis, a una disminucion
en la digestion de la fibra, disminucion de la ingestién, y, en casos extremos, incluso
a la muerte (Slyter, 1976). Segun Owens et al (1998), un estado de acidosis
subaguda surgiria con pH inferiores a 5,6. Estudios in vitro indican que la eficiencia
en la sintesis de proteina microbiana puede disminuir significativamente con valores
de pH menores a 6 (Strobel y Russell, 1986). Sin embargo, Rotger et al (2006),
simulando una acidosis subclinica in vitro, no encontraron efectos en la digestibilidad
de la materia organica (MO), en la fermentacién microbiana ni en el metabolismo del
nitrébgeno. Los protozoarios presentes en el rumen jugarian un rol importante en la
prevencién del desarrollo de acidosis (Brossard et al., 2004). Por ello, la disminucioén
de la cuenta de protozoos ciliados podria ser un indicador microbiano util de
condiciones inestables o de potencial acidosis dentro del rumen (Goad et al., 1998).

En nuestro pais, consumiendo dietas basadas en forrajes, los rumiantes mantienen
el pH ruminal promedio dentro del rango normal esperado (de 6,2 — 6,8) (Pérez,
2006; Cajarville et al., 2006). Dichos resultados coinciden con los obtenidos en otros
trabajos con rumiantes a pastoreo (Abarca et al., 1999). Sin embargo, Pérez et al.
(2006), observaron, en rumiantes alimentados con forraje durante periodos
restringidos, valores de pH ruminal, en promedio, inferiores a lo esperado. Incluso,
ese mismo grupo, observé un pH menor en los animales que se alimentaron en la
tarde. El mayor contenido en azulcares solubles de la planta durante la tarde podria
explicar el descenso del pH. Seglin Repetto et al. (2006), los forrajes cosechados en
la tarde presentan mayor contenido de azlcares solubles y una mayor
fermentescibilidad.
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3.1.2. Nitrégeno Amoniacal (N-NH-)

b
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Del nitrégeno (N) que llega al rumen hay que diferenciar entre las fuentes exégenat
procedentes del alimento y las fuentes endégenas aportadas por el propio rumiante
Las fuentes de N de la dieta incluyen urea, otros compuestos nitrogenados n¢
proteicos y proteina. Las fuentes endégenas incluyen urea reciclada en la saliva o ¢
través del epitelio del tracto digestivo y células epiteliales de descamacién. Lot
productos nitrogenados no proteicos y una cantidad variable de la protein:
verdadera son degradados hasta nitrégeno amoniacal (N-NH3;) en el rumer

(Martinez Marin, 2009).

La mayoria de las bacterias del rumen pueden utilizar N-NH; como fuente de¢
nitrégeno para el crecimiento (Russell, 1996). Este es utilizado como Unica fuente
por las bacterias celuloliticas mientras que las bacterias que fermentan los
carbohidratos no estructurales satisfacen con él en torno a un tercio de sus
necesidades nitrogenadas (Russell et al., 1992).

Los microorganismos ruminales a menudo producen un exceso de N-NH3; (Russell
1996). EI N-NH; que no es utilizado es absorbido en el aparato digestivo. L:
absorcion aumenta con el gradiente de concentracién y el pH (Chalupa, 1968). EI N
NH; es transformado en urea en el higado. Una vez liberada en la sangre, la urea se
excreta en la orina o vuelve a entrar en e
tracto digestivo en la saliva o directamente por difusién a través de la pared intestina
(Huntington y Archibeque, 1999). Segun estos mismos autores, el porcentaje de
urea hepatica que es reciclada por via salival al rumen es muy variable. Lz
importancia relativa del reciclado a través de la saliva aumenta con el contenido de
forraje de la dieta (Lapierre y Lobley, 2001). Todo este proceso de reciclaje de Iz
urea podria resultar en una ventaja productiva en determinadas situaciones de
carencia de N, ya que, aproximadamente 20% del N-NH; absorbido se originaria de
esa urea reciclada antes que del alimento degradado (Lapierre et al., 2005).

A su vez, numerosos trabajos muestran que la produccién de animales consumiendc
forrajes de alta calidad fue menor que la esperada. Cuando se consumen este tipc
de pasturas, con un alto contenido de N y una alta degradabilidad, se produce unz
liberacibn muy rapida de N, no habiendo liberacién de energia con la misme
velocidad. Como consecuencia, considerables cantidades de N-NH3; son absorbidas
directamente del rumen y de esa manera, no puede ser utilizado para la sintesis de
proteina microbiana (Santini y Elizalde, 1994).

La disponibilidad de carbohidratos para la fermentaciéon ruminal constituye un factoi
clave para lograr una mejoria en la eficiencia de utilizacién del N-NH; ruminal, y de
N de la dieta, por los rumiantes. Para lograr una maxima eficiencia de sintesis
microbiana, el nitrégeno y la energia disponible en el rumen deben estai
balanceados (Santini y Elizalde, 1994). De esta manera, si la pastura no aporta las
cantidades necesarias de carbohidratos de facil fermentacion, se vera limitada la
cantidad de energia presente en el rumen. Esto trae como consecuencia que la
degradacion de las proteinas de la dieta a N-NH3;, por parte de los microorganismos,
y la captacion de N-NH3 por los mismos, se vean también limitadas (Hristov et al.,
1997).

Tesis de Grado 5




Segun Hristov et al. (2005), la administracién de energia facilmente fermentable en
rumen puede disminuir la concentracion de N-NH; 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 otra parte, existen diversas opiniones acerca del nivel de N-NH;3; necesario para
un 6ptimo crecimiento microbiano en el rumen. Para Van Soest (1994), la produccién
microbiana del rumiante requiere una concentracion de N-NH; de al menos 5-8
mg/dl.

Para Satter y Slyter (1974), la concentracion 6ptima de N-NH; en el rumen para un
maximo rendimiento de los microorganismos es de solamente 5 mg/dl.

Sin embargo, segin Mehrez et al (1977), para una 6ptima tasa de digestion ruminal
serian necesarias concentraciones de 23,5 mg/dl de N-NH3,

Trabajos realizados en Uruguay demuestran que las concentraciones de N-NH;
ruminal, en vacas adultas, corderos y vaquillonas superaron el nivel minimo
necesario para una adecuada produccioén microbiana con un valor promedio de 20,1
mg/dl, 18,16 mg/dl y 20,79 mg/dl respectivamente, y por lo tanto no serian la
limitante para el crecimiento bacteriano (Repetto et al., 2001; Pérez, 2006; Aguerre,
2010).

3.2. PRODUCCION DE PROTEINA MICROBIANA EN RUMEN

Los aminoacidos que llegan al duodeno pueden tener tres origenes diferentes: la
proteina microbiana (PM) sintetizada en el rumen, la proteina del alimento que no ha
sido degradada y la proteina enddgena (descamaciones celulares, jugos digestivos,
etc.). La PM constituye, generalmente, una proporcién considerable del flujo
duodenal de nitrégeno aminoacidico en los rumiantes (Carro, 2001). Al respecto,
segun Sniffen y Robinson (1987), la proteina microbiana representa entre el 40 y el
80 % de los aminoacidos que llegan al intestino delgado, aunque en ocasiones
puede alcanzar el 100 % (AFRC, 1992). Los mo del rumen tienen un perfil de
aminoacidos muy cercano al requerido por los rumiantes (O°Connor et al., 1993). 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 aporte de
nitrégeno microbiano al animal varia entre 14 y 60 g N mo /kg MODR (ARC, 1984).

La utilizacion de acidos nucleicos y de bases puricas (BP) como marcadores
microbianos, para estimar la produccion de PM, se basa en las altas
concentraciones de ADN vy, especialmente, de ARN presentes en los organismos
unicelulares. Las purinas que llegan al duodeno pueden ser absorbidas y
posteriormente reutilizadas por el animal o metabolizadas y excretadas en la orina
en forma de alantoina y otros metabolitos. Debido a ello se ha propuesto que la
excrecion urinaria de derivados puricos (DP) puede constituir un parametro valido
para estimar el flujo duodenal de proteina microbiana (Carro, 2001). El método que
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se basa en la determinacioén indirecta de las BP, es una técnica no invasiva, con lo
que posibles trastornos en el comportamiento alimentario de los animales o en su
motilidad digestiva, producidos por la implantacién de canulas, quedan descartados
(Calsamiglia et al., 1996). Las purinas de los microorganismos ruminales que llegan
al duodeno son absorbidas rapidamente a través de la mucosa intestinal, en forma
de nucledsidos o como bases libres, si bien en el ganado vacuno sufren una cierta
degradacién a acido urico en su paso por la mucosa (Carro, 2001). Las purinas
absorbidas se transportan hasta el higado, donde tiene lugar su utilizacién y
degradacion. Tras su metabolismo, las purinas se excretan en la orina en forma de
alantoina, acido urico, xantina e hipoxantina, aunque en el ganado vacuno las
cantidades de estos dos ultimos compuestos son insignificantes (Verbic et al., 1990).
Solamente la alantoina y el acido urico estan presentes en el vacuno por la alta
actividad de la xantina oxidasa en la sangre y en los tejidos (incluyendo el rifién),
convirtiendo la xantina y la hipoxantina en acido drico previamente a la excrecién en
la orina (Valadares et al 1999).

A su vez, la produccién de proteina microbiana en el rumen esta influenciada por la
cantidad y forma de los carbohidratos disponibles (energia), nivel proteico de la dieta
(Hristov et al, 1997), y el nivel de ingesta (Heldt et al, 1999). Por lo tanto, la
sincronizacion de la energia y N en el rumen parece incrementar la producciéon de
proteina microbiana y la eficiencia de la fermentaciéon ruminal, mejorando asi la
utilizacion del alimento y el rendimiento de los animales (Santini y Elizalde, 1994;
Cabrita et al., 2006).

Como se mencioné anteriormente, en nuestro pais la limitante no es la
concentracion de N-NH3 ruminal, ya que los estudios demuestran que se superara el
nivel minimo necesario para una adecuada produccién microbiana. Lo que si podria
ocurrir es un desbalance entre N y energia y, por lo tanto, una baja eficiencia en la
sintesis de PM.

Segun Cabrita et al (2006), es contradictorio el supuesto beneficio que se obtiene al
sincronizar energia y nitrégeno en el rumen, ya sea ésta alcanzada cambiando los
ingredientes dietéticos, o alterando la frecuencia o los patrones de alimentacién,
tanto para la eficaz sintesis de PM como para maximizar la produccion.

Algunos estudios in vivo, como el de Herrera-Saldana et al. (1990), muestran que la
sincronizacion nitrégeno-energia (N-E) promueve un aumento de la produccion y
una mayor eficiencia en la sintesis de proteina microbiana. Sin embargo, otros
estudios in vivo no han mostrado mejoria en la sintesis de PM debido a la sincronia
de N-E en rumen (Richardson et al., 2003). Ademas, estudios in vitro, muestran que
la asincronia entre N y E en rumen tiene efecto sélo a corto plazo sobre el
crecimiento bacteriano (Newbold y Rust, 1992).
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3.3. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LOS CARBOHIDRATOS DE LAS
PASTURAS TEMPLADAS

Las pasturas de clima templado de alta calidad presentan, frecuentemente, niveles
adecuados de N pero bajos de AS para una 6ptima fermentacién ruminal, lo que
lleva a una baja eficiencia en la utilizacién de N por parte de los microorganismos
ruminales (Rearte y Santini, 1989).

Los carbohidratos (CH) de las plantas pueden ser clasificados en tres categorias,
desde un punto de vista fisiolégico: a- polisacaridos estructurales, principalmente
pectinas, celulosa y hemicelulosas; b- azicares simples; y c- componentes de
reserva temporaria como fructanos y sucrosa (Van Soest, 1994).

La luz es la principal fuente de energia para la planta y son los carbohidratos la
principal reserva de energia fotosintética. La reserva de carbohidratos 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, €l tenor de azlicares solubles
aumenta en el curso del dia llegando a un maximo al atardecer, disminuyendo luego
hasta el comienzo del nuevo dia (Smith, 1973; Mayland et al., 2005) provocando una
dilucién de los componentes de la pared celular (Mayland et al., 2005).

A su vez, se ha observado que los herbivoros muestran una marcada preferencia
por el forraje cosechado en la tarde (PM) vs. la mafiana (AM), y que son capaces de
distinguir entre henos cosechados AM y PM que difieren en por lo menos 0,5% en su
contenido de azlcares solubles (Mayland et al., 2005). Estos resultados coinciden
con lo mencionado por Orr et al. (1997) quienes sefalaron que los rumiantes
seleccionan la pastura que van a consumir segin su contenido de AS, entre otros
factores.

En nuestro pais, con respecto a la magnitud de variacién de la concentracién de
azucares solubles en los forrajes, Repetto et al (2003a), muestreando parcelas de
especies puras de gramineas y leguminosas durante el otofio, en diferentes cortes y
en 3 momentos del dia (mafiana, mediodia y tarde), registraron un importante
incremento en los contenidos de azlcares solubles, en promedio un 75% para alfalfa
y un 110% para festuca, en el correr del dia. Dichos resultados coinciden con el
aumento de carbohidratos no estructurales totales durante la tarde, comparado con
la mafana, obtenidos por Griggs et al. (2005). A su vez, se observd, que la relacién
de azucares/materias nitrogenadas de la planta aumenté en la tarde en comparacién
con la mafiana, ya que el contenido en materias nitrogenadas tiende a mantenerse
constante (Repetto et al, 2003b; Antanez y Caramelli, 2009). En otros trabajos, se
midieron mayores volimenes y tasas de producciéon de gas que se atribuyeron a
aumentos en el contenido de azlcares solubles en las pasturas en el correr del dia
(Britos et al., 2006; Repetto et al., 2006).

A partir de esta informacién, es de interés estudiar el momento del dia donde los
nutrientes aprovechables por el rumiante son maximos, para asi desarrollar una
estrategia que permita usar estos recursos de manera eficiente con manejos
sencillos.
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4. HIPOTESIS

El consumo de una pradera templada por terneras durante la tarde, determinara un
descenso del pH y una mayor captacién de N-NH3, asi como una mayor sintesis de
proteina microbiana en el rumen con relacion a la misma pradera consumida en la
maiana, ya que la pastura contendria mas aztcares solubles durante la tarde.

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el momento del dia en que terneras consumen una pradera templada
de buena calidad tiene repercusion en el sistema ruminal.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

-Evaluar si el momento del dia en que se corta y ofrece una pradera de buena
calidad, afecta la dinamica y los niveles de pH y de amoniaco a nivel ruminal en
terneras.

-Estudiar si el momento del dia en que se corta y ofrece una pradera de buena
calidad, tiene efecto sobre la sintesis de proteina microbiana a nivel ruminal de
terneras.
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6. MATERIALES Y METODOS g’
'S

El experimento fue realizado en el Campo Experimental N° 2 (Departamento de'Sa

José, 34° sur y 55° oeste), durante los meses de agosto y octubre, y en el laboratorio
de Nutricion Animal de la Facultad de Veterinaria.

6.1. ANIMALES, DIETAS Y TRATAMIENTOS

Para la realizacion del experimento se utilizaron 4 terneras Holando (145 £ 5,3 kg
PV) canuladas en el rumen, las que se mantuvieron confinadas en alojamientos
individuales, con libre acceso al agua, durante todo el periodo experimental. La dieta
administrada a los animales consistié en una pradera de buena calidad, en estado
vegetativo, compuesta por una mezcla de 90% gramineas y 10% leguminosas. La
graminea que predominaba era la Avena (Avena sativa), y dentro de las
leguminosas se encontraban trébol rojo (Trifolium pratense), trébol blanco (Trifolium
repens) y lotus (Lotus comiculatus). La composiciéon quimica al inicio del ensayo era
la siguiente (ver tabla 1):

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

kg MS/ha MS,% FND, %* FAD, %* PB, %* AS, %*

4400 14,7 49,9 26,8 14,4 9,3

MS: materia seca, FND: fibra neutro detergente, FAD: fibra acido detergente, PB: protefna bruta, AS:
azucares solubles, *: datos expresados en base seca.

Se llevaron a cabo dos tratamientos diferentes en un disefio de tipo cruzado:

o Tratamiento M: Forraje cortado en la mariana (7:00 h).
e Tratamiento T: Forraje cortado en la tarde (18:00 h).

Las pruebas se realizaron en periodos experimentales de una semana de duracion,
luego de una adaptaciéon 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.

La pradera fue cortada y suministrada en comederos inmediatamente después del
corte, durante un horario restringido de 4 horas (de 7:00 a 11:00 h y de 18:00 a
22:00 h, My T respectivamente), en una unica comida diaria.

Durante el experimento, en el ultimo dia de cada periodo, se procedio a la extraccion
de muestras de liquido ruminal para la posterior determinacién del pH. Muestras de
cada extraccion fueron almacenadas para analizar las concentraciones de N-NHa.
Se determin6 el volumen de orina eliminada por los animales en cada periodo
experimental, almacenando muestras para la determinacion de alantoina y de acido
arico.
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6.2. MEDICIONES Y CALCULOS REALIZADOS

6.2.1 Composicién quimica de la pastura y heces

Se realizaron analisis de composicién quimica de la pradera (oferta y rechazo) y de
las heces para MS (por el secado de las muestras, a 60°C, hasta lograr un peso
constante) y para MO. Ademas, se determiné 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). El
contenido de azticares solubles de la pastura se analizé6 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 Ambiente Ruminal

El dltimo dia de cada periodo (dia 17), muestras de liquido ruminal fueron extraidas
de cada animal canulado, cada hora durante 24 h. A partir de las mismas se
estudiaron la evolucién diaria del pH y de las concentraciones de N-NHs.

6.2.2.1 pH

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

6.2.2.2. Nitrogeno Amoniacal

De cada extraccién se congeldé una muestra (10 ml), utilizando cloruro de sodio al
20% (10 ml) como conservante. La concentracion de N-NH3 ruminal fue determinada
por destilacion directa de la muestra con tetraborato de sodio.

6.2.3. Produccién de Proteina Microbiana

Se colecto la totalidad de la orina emitida por dia por las terneras, durante 5 dias de
cada periodo experimental, para la determinacién de derivados puricos, alantoina y
acido urico. Los mismos fueron determinados para cada animal, a partir de muestras
de orina (de 30 ml) colectadas diariamente y congeladas, a las cuales se les agregé
como conservante una solucién de acido sulfurico al 10 %.
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Los niveles de alantoina en la orina y el acido drico en la orina se determinaron por
método colorimétrico, segin la metodologia de Fujihara et al. (1987), descrito por
Chen y Gomes (1995).

La excrecion total de derivados ptricos fue calculada por la suma de las cantidades
de alantoina y acido urico excretadas en la orina.

Las purinas absorbidas (X, mmol/dia) fueron calculadas a partir de la excrecién de
los derivados puricos (Y, mmol/dia, considerando 1568 mg/mmol de alantoina y 168
mg/mmol de acido urico), en base a la ecuacion descrita por Chen y Gomes (1995):

X= (Y - 0,385 x PV°®7%) / 0,85

El flujo de nitrégeno microbiano a intestino (Y, gN/dia) fue calculado en funcién de
las purinas microbianas absorbidas (X, mmol/dia), utilizandose la ecuacion:

Y = (70X)/ (0,83 x 0,116 x 1000),

asumiendo una digestibilidad de las purinas microbianas de 0,83, un contenido de
nitrégeno en las purinas de 70 mgN/mmol y una relacién N de purinas/N total de
0,116 (Chen y Gomes, 1995).

Ademas, la eficiencia de producciéon de PM en el rumen, fue expresada como: g de
N mo por kg de MO ingerida (g N mo/kgMQing.), g de N mo por kg de MODI (g N
mo/kgMODI) y como g de N mo por kg de MODR (g N mo/kgMODR). Para ello se
procedi6 a la determinacion de consumo y digestibilidad in vivo, tal como se describe
a continuacion

6.2.3.1 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).

6.2.3.2. Materia Orgénica Digestible Ingerida (MODI) y Materia Orgéanica
aparentemente digerida en Rumen (MODR)

Se pesaron 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 determiné la MODI como: coeficiente de digestibilidad de la MO x MO
ingerida (kg). La MODR fue asumida como el 65% de la MODI.
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6.3. ANALISIS ESTADISTICOS

Los parametros de fermentacién ruminal, fueron comparados entre tratamientos
utilizando un procedimiento de medidas repetidas, usando un modelo mixto (PROC
MIXED), considerando los efectos periodo, horario, tratamiento, animal y la
interaccion tratamiento x hora. El contenido diario de AS y N de la pastura fueron
comparados, entre tratamientos, utilizando el modelo general lineal (GLM). Los
niveles de consumo, los de digestibilidad aparente, y la produccién de PM, fueron
comparados, para ambos tratamientos, también utilizando el modelo GLM. En este
caso se incluyeron los efectos periodo, tratamiento y animal. En todos los casos se
declararon diferencias significativas cuando P<0,05.
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7. RESULTADOS

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

El contenido de azlcares solubles (AS) y nitrégeno (N) de la pastura ofrecida a los
animales se presenta en la tabla ll. En la misma se puede apreciar un mayor
contenido de AS, en la pastura ofrecida a los animales, durante la tarde. Al mismo
tiempo se produjo la disminucién porcentual del contenido nitrogenado de la pastura

Tabla Il. Contenido de azicares solubles (AS) y nitrégeno (N), segtn el horario de corte de la
pastura ofrecida (M o T) y el periodo experimental (I, ll). Datos expresados en base seca.

Periodo Experimental

i ] MvsT
M T M T ESM P
AS,% 7,99 10,6 20,3 22,9 0,312 0,003
N, % 1,72 1,61 1,20 1,16 0,030 ns

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)

7.2. AMBIENTE RUMINAL

En la tabla lll se presentan los valores promedio de pH y concentraciéon de N-NH;
ruminal.

Tabla lll. Valores medios de pH ruminal y concentracién de N-NH; en el liquido ruminal de
terneras alimentadas con forraje fresco cortado durante la mafiana (M) o la tarde (T).

P

M T ES t h txh

N-NH3;, mg/di 10,93 14,62 3,222  <0,001 <0,001 ns
pH 6,38 6,48 0,1576 0,03 <0,001 ns

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

Tal como puede observarse en la Tabla lll, fueron halladas diferencias significativas
para la concentracién de N-NHj3; ruminal, entre tratamientos (P < 0,001) y entre las
distintas horas de cada tratamiento (P < 0,001). Ademas, la interaccién t x h no fue
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significativa, ya que la forma de las curvas de N-NH; fueron similares para ambos
tratamientos (Figura 1).

En la Figura 1 se observa la concentraciéon de N-NH3 en el liquido ruminal de las
terneras a lo largo de 24 horas. En ella puede observarse un incremento producido a
partir del comienzo de la ingesta (hora 0). El mismo alcanzé un valor maximo, para
los animales alimentados durante la mafana, de 21,96 mg/dl a la hora 6, y para los

animales alimentados durante la tarde de 29,61 mg/dl a la hora 5. El valor minimo
registrado fue de 5,6 mg/dl y se dio a la hora 19 (M).

35 -
30
25 -
20 -

15 |

N-NH (mg/100ml)

10 ¢

5 -

0 . - - - — — : - - -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo a partir del comienzo de la comida, h

—o— Mafiana —s— Tarde

Figura 1. Concentracion de N-NH; en el liquido ruminal de terneras alimentadas de maiana o
de tarde (Medias t error estandar).

Con respecto al pH ruminal de los animales (Figura 2) se constaté que éste
disminuyé luego de la ingesta (hora 0). Esta disminucién persistié aproximadamente
hasta la hora 5 (M) y 2 (T).

Tesis de Grado 15




65 +

pH
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s -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo a partir del comienzo de la ingesta, h

—o— Marlana —s— Tarde
Figura 2. pH ruminal en terneras alimentadas de mafiana o de tarde. Medias t error estandar.

En cuanto a los valores medios de pH obtenidos (Tabla lll) se hallé una diferencia
significativa entre tratamientos (P = 0,03). Sin embargo la interaccién t x h no fue
significativa.

Ademas, se constataron diferencias significativas entre las distintas horas de cada
tratamiento (Tabla lll).

Los valores minimos de pH fueron inferiores para M, con valores de 5,48y 5,81, 5y
2 horas luego del comienzo de la ingesta (M y T respectivamente).

En la Figura 3 se representan los valores medios de ambos tratamientos (M y T)
tanto de pH como de N-NHj, a lo largo de las 24 horas. En la misma se puede
apreciar que las curvas se presentan en forma de espejo. Esto muestra que los
momentos en que la concentracion de N-NH; fue maxima coinciden con los de
minimo pH.

También se puede observar en la figura 3 que entre las horas 2 y 7 a partir de la
ingesta se registraron niveles de pH inferiores a 6,2. Ademas, los valores medios de
N-NH; nunca estuvieron por debajo de 5 mg/dl.

Los valores minimos de pH fueron simultaneos con las maximas concentraciones de

N-NHa;, presentando una correlacion negativa baja pero significativa entre ambos
parametros (r= -0,43; P <0,001; n=182).
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Figura 3. pH y concentracién de N-NH; en el fluido ruminal de terneras.

Medias t error estandar.

7.3. PRODUCCION DE PROTEINA MICROBIANA

7.3.1. Consumo y digestibilidad aparente

Las cantidades de MS y MO que fueron ingeridas y digeridas por los animales, asi
como también la MODI y la cantidad de MODR se presentan en la tabla IV. En la

misma se puede observar que tanto las cantidades de MS y MO ingeridas por los

animales, asi como también la MODI y la cantidad de MODR, fueron similares para
ambos tratamientos.
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Tabla IV. Ingesta y digestibilidad aparente de MS y MO en terneras alimentadas con forraje
fresco cortado durante la mafiana (M) o la tarde (T).

M T ESM P
Ingesta, kg/d
MS 3,35 3,31 0,501 ns
MO 3,04 3,01 0,460 ns
Digestibilidad
aparente, kg/d
MS 0,788 0,744 0,048 ns
MO 0,793 0,757 0,043 ns
MODI, kg 2,41 2,36 0,433 ns
MODR , kg 1,57 1,53 0,281 ns

MS: materia seca, MO: materia orgénica, MODI: materia orgénica digerible ingerida, MODR: materia
orgénica aparentemente digerida en rumen. ESM: error estdndar de las medias, P: probabilidad
estadlstica, ns: no significativo (P>0.05).

7.3.2. Sintesis de protefna microbiana y eficiencia de sintesis microbiana

La sintesis de proteina microbiana y la eficiencia de sintesis microbiana se
presentan en la Tabla V.

Tabla V. Excrecion urinaria de N mo y eficiencia de sintesis microbiana, en terneras
alimentadas con forraje fresco cortado durante la maiiana (M) o la tarde (T).

M T ESM P
Sintesis de proteina
microbiana:
N mo (g/d) 70,23 98,7 6,276 0,085
Eficiencia de sintesis
de proteina
microbiana:
g N mo/kgMOing. 24 42 34,19 4,215 ns
g N mo/kgMODI 30,72 47,25 8,71 ns
g N mo/kgMODR 47, 26 72,70 13,41 ns

ESM: error estadndar de las medias, P: efecto tratamiento, ns: no significativo (P>0.05), g N
mo/kgMQing.: gramos de nitrégeno microbiano por kilo de materia orgénica ingerida, g N mo/kgMODI:
gramos de nitrbgeno microbiano por kilo de materia orgénica digerible ingerida, g N mo/kgMODR:
gramos de nitrégeno microbiano por kilo de materia orgénica aparentemente digerida en rumen
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En la misma puede observarse que la sintesis de proteina microbiana tendié a ser
mayor para T (P= 0,085).

En cuanto a la eficiencia en la sintesis microbiana, si bien los valores absolutos
observados para la tarde fueron muy superiores, las diferencias halladas entre
ambos tratamientos no resultaron significativas.
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8. DISCUSION

En este trabajo, la concentracién de N-NH; en el liquido ruminal super6, en ambos
tratamientos y ambos periodos experimentales, los niveles que se consideran
limitantes para la sintesis de PM (5-20 mg/ml).

Aunque se hubiera esperado una menor concentracion de N-NH; ruminal por un
mayor aprovechamiento de éste por parte de los mo, debido a una mayor provision
de energia facilmente fermentable al rumen, lograda durante T, esto no se observé
en este ensayo. Sucedié exactamente lo contrario, el N-NH; aumenté durante T.

Segun Hristov et al. (2005), la administracién de energia facilmente fermentable en
rumen puede disminuir la concentracion de N-NH3 ruminal y que esto se produciria a
través de una mejoria en la captura del N-NH; destinado a la sintesis de PM, entre
otras causas. Esto fue demostrado en estudios in vivo, tras la inyeccién intraruminal
de mezclas de CH (Hristov et al., 2005) o tras la inyeccidon de glucosa y almidén
(Oba y Allen, 2003), detectandose la disminucion de la concentracion de N-NH;.
Idéntico resultado se obtuvo, in vitro, adicionando CH a las incubaciones (Hristov et
al,, 1997).

Merry et al. (2006), trabajando con bovinos alimentados con dietas que diferian en el
contenido de azucares solubles, también observé una menor concentracion de N-
NH; en el liquido ruminal de los animales que consumian dietas con un alto
contenido en estos compuestos.

Sin embargo, en otros trabajos, con animales consumiendo dietas que variaban la
composicion de CH, una con un alto contenido de CH no estructurales (CHNE), y
otra con un alto contenido de CH estructurales (CHE), la concentracién de N-NH; fue
mas baja en los animales que consumieron la dieta con un alto contenido CHE
(Hristov y Ropp, 2003). Segun estos autores, esto se debié a que la dieta con un alto
contenido de CHE estimulé el crecimiento de las bacterias celuloliticas y, como el N-
NHs es la tnica fuente de nitrégeno de estas bacterias, la concentraciéon en el rumen
de éste fue menor que con la dieta rica en CHNE. Esta hipétesis podria explicar los
resultados obtenidos en este experimento, ya que también se observd una
concentracion mas baja de N-NH; en los animales que consumieron la dieta con
menor contenido de CHNE.

Se ha observado una disminucién en la actividad de las bacterias celuloliticas
cuando el pH desciende por debajo de 6 (Hoover, 1986; Shriver et al., 1986; Russell
y Wilson, 1996). Esto trae como consecuencia un descenso en la concentracion
ruminal del N-NHj. A su vez, el pH acido puede actuar disminuyendo el nimero de
algunas cepas bacterianas capaces de degradar péptidos y desaminar aminoacidos,
reflejandose en menores concentraciones de N-NH; y bajos recuentos de colonias
proteoliticas, como demostraron los trabajos in vitro de Erifle et al. (1981). En el
presente trabajo se observé un menor pH medio durante M, incluso a la hora 5 se
dié el menor valor de todo el ensayo (5,48) y esta por debajo de 6 durante 4 horas,
lo cual también podria explicar la menor concentracion de N-NH; durante ese
tratamiento.
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Los valores promedios del pH ruminal se encontraron dentro del rango de valores en
que la mayoria de los microorganismos del rumen exhiben una 6ptima actividad y
crecimiento (6,0 a 6,9) (Van Soest, 1994). Dichos valores coinciden con los
obtenidos en otros trabajos con rumiantes a pastoreo (Cajarville et al., 2006; Aguerre
M., 2010).

Sin embargo, la variacion del pH observada durante el dia fue importante. Segin
Sauvant et al. (1999), existe una relacién negativa entre la velocidad de ingestion de
los alimentos y el pH. Asi, los animales que ingieren alimentos en poco tiempo
tienen un pH ruminal inferior. En este caso, con animales alimentados en forma
restringida, una sola vez al dia y durante 4 horas, se observé que éste disminuyé
luego de la ingesta. Esta disminucion persistié aproximadamente hasta la hora 5 (M)
y 2 (T) pos ingestion.

Si bien cabria esperar un menor pH ruminal en los animales que consumieron la
pastura T, debido al aumento de AS de la misma, como encontré Pérez (2006) en
corderos alimentados con pastura cortada y administrada por la tarde, esto no
ocurrio, el pH fue significativamente menor en M.

La administracion de CH, a través de la suplementacion con granos a vacas
lecheras a pastoreo, se ha relacionado con rapidas disminuciones en el pH ruminal
(Garcia et al., 2000). Sin embargo, otros trabajos, encontraron que el pH de vacas a
pastoreo suplementadas con concentrados, no se vio afectado (Reis y Combs,
2000).

A su vez, en otros trabajos, como el realizado por Hristov y Ropp (2003), el pH
ruminal fue mas bajo en los animales que consumieron una dieta con alto contenido
de CHE en comparacién con los que consumieron una dieta con un alto contenido
de CHNE, aunque no fue significativo. Penner et al. (2009), comparando los pH
ruminales de animales alimentados con dietas ricas en azlcares y dietas bajas en
azlcares, obtuvieron un pH minimo diario mas alto en los animales que eran
alimentados con dietas ricas en azucares (5,61 vs 5,42).

Como ya sé menciond, existe una relacién negativa entre la velocidad de ingestién
de los alimentos y el pH (Sauvant et al,, 1999). En este sentido, los animales
alimentados durante M pudieron haber comido mas rapido que los alimentados en T
y esto podria explicar los menores valores de pH obtenidos en M. Sin embargo, se
considera que esta hipotesis es poco probable, dado que la ingesta total no fue
diferente entre los tratamientos.

Por otra parte, los bajos valores de pH, que se mantienen por debajo de 6 desde la
hora4 ala 7 en My desde la hora 2 hasta la 5 en T, se corresponden con aquellos
que causarian una disminuciéon de la actividad de las bacterias celuloliticas y un
aumento de las amiloliticas (Santini y Elizalde, 1994). Por lo tanto, esto podria
indicar que la actividad sobre los carbohidratos estructurales se vio afectada.

Por otra parte, el fendbmeno que se observa cuando se comparan las medias de pHy
N-NH3 a lo largo de las 24 horas, sugiere que este tipo de pasturas contiene
carbohidratos y materias nitrogenadas muy degradables y que lo hacen en forma
simultanea.
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En relacién a la eficiencia de sintesis microbiana, en este trabajo fue superior al
valor promedio propuesto por el ARC (1984), de 30 g N mo/Kg MODR vy, al rango de
30-45 g N mo/kg MODR, propuesto para rumiantes consumiendo pasturas de buena
calidad (Elizalde et al., 1998). Este hecho es indicativo de que se trata de un
alimento de alta calidad.

En cuanto a la producciéon de PM, a pesar que las diferencias encontradas entre los
tratamientos no fueron significativas, durante T tendié a aumentar la eliminacion de
N mo en la orina. Esto es lo que se esperaba, ya que al sincronizar aportes rapidos
de N y energia en T, obtendriamos un aumento de la sintesis de proteina microbiana
en rumen, y por lo tanto, un aumento del flujo de N mo hacia el duodeno.

Los resultados de produccion de PM coinciden con los observados por Garcia et al.
(2000), que, trabajando con terneras y estudiando el efecto de la sincronizacion del
aporte de N y E al rumen, tampoco observaron diferencias significativas. Sin
embargo, no coinciden con los obtenidos en estudios in vitro, en los cuales se
observé un aumento en la produccion de proteina microbiana a medida que la
cantidad de carbohidratos no estructurales en la dieta aumenté (Stokes et al. 1991).

La sincronizacién de N y E, segun algunos autores, promueve un aumento de la
produccién y una mayor eficiencia en la sintesis de proteina microbiana (Herrera-
Saldana et al., 1990; Kim et al., 1999). Sin embargo, otros ensayos muestran que el
flujo de N mo al intestino delgado disminuy6 con la adicién de sucrosa (Sannes et
al., 2002).

A su vez, Henning et al. (1993), comparando el efecto que tenia la infusion constante
de hidratos de carbono en rumen con la infusién puntual cada 12 horas, observaron
que la infusidn constante de hidratos de carbono aumenté la eficacia de sintesis de
proteina microbiana, pero el nivel de sincronizaciéon entre energia y proteina no tuvo
ningun efecto sobre la eficacia de sintesis o el aporte total de proteina microbiana.
Estos resultados indicarian, segun Stern et al. (1994), que la disponibilidad
constante de energia es mas importante para el crecimiento microbiano que la
sincronizacion de la fermentescibilidad de la energia y la proteina, siempre y cuando
el nitrégeno no sea un factor limitante.

Bach et al. (2005), plantean que el rumen es un entorno complejo, habitado por
diferentes especies microbianas, cada una de ella con diferentes necesidades
nutricionales y diferentes metabolismos. Asi, es probable que en el complejo
ecosistema ruminal, cuando el suministro de nutrientes se sincroniza para una
subpoblacion microbiana, puede no estarlo para otras poblaciones, de tal forma que
la eficiencia en la sintesis de proteina microbiana no se ve modificada.
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9. CONCLUSIONES

La pastura cortada y administrada en la mafiana provocé un menor pH y una menor
concentracion ruminal de N-NH3 en las terneras. A su vez, los valores minimos de
pH fueron simultaneos con las maximas concentraciones de N-NHj3

La sintesis de proteina microbiana tendi6 a aumentar en las terneras alimentadas
durante la tarde. Sin embargo, no se observé un aumento significativo en la
eficiencia de sintesis microbiana de dichas las terneras.

Para ambos tratamientos se observaron valores de pH promedios superiores a los

minimos para la actividad celulolitica, altas concentraciones de N-NH;3 y altas
eficiencias de sintesis de proteina microbiana.
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