__‘

y

L

o 5
b

%

Evaluacion de la fermentacion ruminal en vacas lecheras en pastoreo otoial
utilizando muestras de liquido ruminal obtenidas por rumenocentesis

Evaluation of rumen fermentation in autumn grazing dairy cows using ru-
men fluid samples obtained by rumenocentesis

Miguel Ruiz-Albarran'*, Oscar A Balocchi?, Fernando Wittwer®, Rubén G. Pulido*

RESUMEN

Para evaluar los parametros de fermentacién ruminal
se prefieren técnicas menos invasivas como la rume-
nocentesis. Este método se utilizo para evaluar el pH,
la concentracion de N-NHs y los 4acidos grasos volati-
les (AGVs) en vacas lecheras. Las vacas pastorearon
en dos ofertas de pradera (17 y 25 kg MS/vaca/dia) y
recibian ensilaje de pradera (EP) o ensilaje de maiz de
planta entera (EMPE) (a razon de 6,2 kg MS/vaca/dia).
Los resultados mostraron que la inclusion de ensilaje
de maiz en la dieta en comparacion con el ensilaje de
pradera provoco cambios en el pH ruminal (p < 0.05).
Sin embargo, no hubo cambios significativos en las
concentraciones de N-NHs y AGVs debido al efecto
de la oferta de pradera o tipo de ensilaje en la dieta.
En conclusion, la rumenocentesis es una técnica menos
invasiva que puede utilizarse para comparar dietas de
vacas lecheras. El analisis de muestras de rumen obteni-
das por rumenocentesis mostrd que el ensilaje de maiz
disminuy6 el pH ruminal con una mayor proporciéon de
acidos glucogenicos.

Palabras clave: AGVs, N-NHs, pastoreo, rumen, vacas
lecheras.

ABSTRACT

To evaluate rumen parameters of fermentation, less
invasive techniques such as rumenocentesis are
preferred. This method was used to evaluate the pH,
concentration of NHs-N, and volatile fatty acids (VFAs)
in dairy cows. The cows were grazing on two pasture
allowances (17 and 25 kg MS/cow/day) and receiving
either grass silage (PS) or corn silage (CS) (at a rate of
6.2 kg DM/cow/day). The results showed that including
corn silage in the diet compared to grass silage caused
changes in rumen pH (p < 0.05). However, there were
no significant changes in the concentrations of NHs-N
and VFA due to the effect of the pasture supply or type
of silage in the diet. In conclusion, rumenocentesis is a
less invasive technique that can be used to compare diets
of dairy cows. The analysis of rumen samples obtained
by rumenocentesis showed that corn silage decreased
rumen pH with a higher ratio of glucogenic acids.
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INTRODUCCION

En todo el mundo, se ha considerado que el pastoreo representa uno de los métodos de manejo ali-
menticio mas econdmicos para la produccion de leche (Batistel et al., 2021). En vacas lecheras, el
pastoreo se ha definido como el proceso de defoliacion de las plantas por parte de los animales. Este
proceso, involucra una serie de interacciones de ingestion, digestion, asi como estimulos hormo-
nales y metabolicos (Gregorini, 2012) que determinan la respuesta productiva en la vaca lechera.
Estas interacciones influyen en el consumo de materia seca y energia de vacas lecheras y repre-
sentan una limitante para la produccién y composicion de leche (Albarran-Portillo et al., 2019). El
consumo de materia seca y de nutrientes puede evaluarse a partir del comportamiento de ingestion
y digestion que ocurren durante el proceso de pastoreo, ya que las vacas adoptan este comporta-
miento de acuerdo a las caracteristicas fisicas de las pasturas (Pérez-Prieto & Delagarde, 2013) y
varios factores como el contenido de materia seca, energia, fibra detergente neutro, carbohidratos
solubles y proteina cruda, que en consecuencia, generan los estimulos de los productos de la fer-
mentacion ruminal (el pH, N-NHs y dcidos grasos volatiles), las hormonas del hambre (grelina), la
saciedad (leptina), el llenado ruminal, las consecuencias postingestivas provocadas por la compo-
sicion quimica de los forrajes, suplementos asi como el estado fisiologico y nutricional de la vaca
(Gregorini, 2012).

En vacas lecheras, a través del manejo del pastoreo y la suplementacion con alimentos concentra-
dos y ensilajes, producen cambios en digestion ruminal al producir un aumento en las concentra-
ciones de propionato y menores concentraciones de acetato y butirato, que resulta en menos energia
entérica de metano y pérdidas de calor (Mufioz et al., 2010; Vargas et al., 2022). Ademas, la com-
binacion del tiempo de asignacion de pastura fresca y la asignacion de suplementos podria usarse
como estrategia para alterar la produccion de leche y la excrecion de N debido a sus efectos indivi-
duales sobre el consumo de materia seca (CMS) del pasto, la ingesta de nutrientes y la fermentacion
ruminal (Beltran et al., 2021). Ademas, se ha informado que el aumento de la fermentabilidad de
la dieta en vacas lecheras, que reciben distintas ofertas de pradera, puede aumentar la sintesis de
proteinas microbianas en el rumen (Ruiz-Albarran et al., 2012), esto reduce la necesidad de fuen-
tes suplementarias de proteinas no degradables en las raciones. El aumento de la producciéon de
proteinas microbianas podria disminuir la concentracion N-NHs en el rumen, y el nitrégeno ureico
en plasma (Sotelo et al., 2012; Wittwer, 2021) asi como la excrecidon de nitrégeno ureico en vacas
lecheras (Beltran et al., 2021).

En periodos donde la disponibilidad de forraje es baja, el manejo de la oferta de pradera y la suple-
mentacion con concentrado y/o ensilajes son practicas comunes para mejorar el estado nutricional
y, por lo tanto, la produccion de leche en pastoreo (Peyraud & Delagarde 2013). El pastoreo y la
suplementacion con ensilaje de pradera en el sur de Chile se caracterizan por un alto nivel de protei-
na cruda que es rapidamente degradable en el rumen y genera una falta de sincronia ruminal entre
la energia y la proteina de la dieta, que requieren del suministro de carbohidratos fermentables,
necesarios para la sintesis de proteina microbiana (Hall & Huntington, 2008). Si bien el ensilaje de
pradera es el complemento mas utilizado en este periodo, su calidad es muy variable, siendo el en-
silaje de maiz (Zea mays L.) de planta entera una alternativa a utilizar. El uso de ensilaje de maiz y
suplementacion con concentrado se ha propuesto como una estrategia para incrementar el consumo
de materia seca, energia y mayor produccion de leche en vacas lecheras en pastoreo debido a una
mayor ingesta de almidon (Ruiz-Albarran et al., 2016).
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Las técnicas de campo comunes para recolectar liquido ruminal y realizar la valoracion de la ac-
tividad de fermentacion ruminal incluyen la rumenocentesis mediante aspiracion percutdnea con
aguja y sonda estomacal oral (Noro et al., 2013). La rumenocentesis es mejor que el uso de una
sonda estomacal oral para determinar el pH del rumen, porque esta ultima técnica es susceptible a
la contaminacién salival, aumentando asi el pH de la muestra (Gianessella et al., 2010).

El objetivo de este estudio fue evaluar el pH, amoniaco y acidos grasos volatiles (AGVs) en liqui-
do rumen obtenido mediante rumenocentesis dorsal para determinar el estado nutricional de vacas
lecheras pastoreando dos ofertas de pradera y suplementadas con dos tipos de ensilaje.

MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental
El experimento se realiz6 en el predio "Vista Alegre" de la Universidad Austral de Chile (latitud
39°47°46"" y longitud 73°13°13"") en el otofio del 2011, con una duracion de 63 dias.

Vacas y tratamientos

Un total de dieciséis vacas lecheras multiparas de la raza Holstein-Friesian fueron empleadas en
este estudio, agrupadas segiin produccion de leche, dias en leche y peso vivo. Fueron asignados
aleatoriamente a cuatro tratamientos dietéticos resultantes de la combinacion de dos OP (medida
sobre el nivel del suelo) (17 o 25 kg MS/vaca/dia) y dos tipos de ensilajes (TS) (ensilaje de pradera
= EP y ensilaje de maiz = EMPE) suministrandose a una cantidad de 6.25 kg MS/vaca/dia. Las va-
cas lecheras permanecieron en la pradera, segiin cada OP, por un periodo de 63 dias. Para esta parte
del estudio se emple6 una submuestra de 16 vacas lecheras, cuatro vacas por tratamiento dietario.
Los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Bioética para el “uso de animales en expe-
rimentacion” de la Universidad Austral de Chile.

El pastoreo se realizd sobre una pastura de raigras perenne (Lolium perenne L.) en una superficie
total de 13.5 ha disponibles para este experimento, Las vacas permanecieron en las pasturas ma-
nejadas por un cerco eléctrico, segun las ofertas de pradera y tipo de ensilaje asignado. Todos los
animales tuvieron acceso a nuevas pasturas (09:00 y 17:00 horas) después de cada ordefio.

Durante el experimento, las vacas recibieron como complemento al pastoreo un ensilaje de una
pradera permanente proveniente de un segundo corte de la primavera del afio anterior. La pastura
se cortd y luego se pre marchitd durante 24 horas antes de almacenarlo en silos bolos de 500 kg,
aproximadamente. Ademas, las vacas recibieron EMPE con un tamafio de particula de aproxima-
damente 1.0 cm, almacenado en un silo tipo pastel, apisonandose con un tractor y selldndose con
un plastico negro el mismo dia la elaboracion del ensilaje. Todas las vacas recibieron ensilaje de
pradera o maiz, segun tratamiento individualmente después del ordeno (08:00 h y 16:00 h). El con-
centrado comprendia (% de MS) 75% de grano de maiz, 5% de grano de sorgo, 5% de grano de tri-
g0, 10% de salvado de trigo, 5% de remolacha azucarera y se ofrecia en el ordefio. Todas las vacas
recibieron 3.6 kg de MS/dia de suplementacidon con concentrado. Una mezcla mineral (Produccién
Anasal Alta, ANASAC: Ca 140 g/kg, P 100 g/kg, Mg 60 g/kg, Na 40 g/kg, S 2 g/kg, Zn 5000 mg/
kg, Cu 1500 mg/ kg, Co 20 mg/kg, I 200 mg/kg) se ofrecid con el concentrado a razon de 0.25 kg/
vaca/dia. Todas las vacas tuvieron acceso ad libitum al agua en los potreros y en la sala de ordefo.
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Procedimientos experimentales

Asignacion de la oferta de pradera

El 4rea de pastoreo fue asignada, segin la oferta de pradera. Se calcul6 diariamente sobre la base
de la disponibilidad de forraje. La disponibilidad de forraje pre pastoreo y pos pastoreo se estimo a
partir de 100 mediciones, se utiliz6 un plato medidor de altura comprimida (Ash Grove Plate Meter,
Meter Hamilton, New Zeland) en cada potrero siguiendo un patrén en “W?.

Composicion quimica de los alimentos

Las muestras de pasturas se tomaron mediante la técnica de hand-plucking a la altura similar a la
que pastoreaban las vacas. Se analizd el forraje pastoreado, ensilaje y concentrado ofrecido para
poder determinar materia seca (MS) (AOAC, 1985), ceniza (AOAC, 1985). Para determinar pro-
teina cruda (PC) se obtuvo la concentracion de nitrogeno y se multiplicé por el factor 6.25 (AOAC,
1985), fibra detergente 4dcida (ADF) (AOAC, 1985), materia orgénica digerible (MO) en base a MS
(DOMD; Tilley & Terry, 1963) y fibra detergente neutra (NDF) (Van Soest et al., 1991). La energia
metabolizable (EM) se estim6 mediante regresion utilizando una DOMD (materia organica digeri-
ble/MS % 100), y se determiné in vitro de acuerdo con los procedimientos establecidos por Tilley
& Terry (1963).

Determinacion del pH, nitrogeno amoniacal y dcidos grasos voldtiles

Se obtuvieron muestras de liquido ruminal mediante la técnica de rumenocentesis dorsomedial
realizada a las 16:30 h en el dia 42 del experimento para determinar el pH ruminal, AGVs y la
concentracion de amoniaco. El pH ruminal se midi6 inmediatamente con un electrodo de vidrio
(Modelo HI 98127, Hanna Instruments Inc., Woonsocket Rhode Island, 02895, EE. UU.). La con-
centracion en liquido ruminal de los AGVs se determind mediante cromatografia de gases (Shima-
dzu GC-2010 Plus High-end GC, equipado con columna capilar GC, SGE, BP21 (FFAP), rango de
temperatura (C) = 35 a 240/250, Unidad de medida = (EA). La concentracion de amoniaco ruminal
se determin6 mediante espectrofotometria (espectrofotdmetro Spectronic Genesys 5®, Milton Roy,
Ivyland, PA, EE. UU) como lo describen Bal et al. (2000).

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental en un arreglo factorial 2x2; dos ofertas de pradera x dos tipos de
ensilaje suplementado para analizar las variables de pH, AGVs y amoniaco en rumen, utilizando un
analisis de varianza bajo el siguiente modelo estadistico:

Yiu=p+ Pi+ TE; + OPTE; + ai + eix

donde Yix=variable dependiente, p=interseccion, Pi=efecto fijo de la i-ésima oferta de pradera,
TEj=efecto del j-ésimo tipo de ensilaje, OPTSij=efecto de la interaccion entre la oferta de pradera
y el tipo de ensilaje, ai= efecto aleatorio del 1 animal y eijk=efecto aleatorio residual ~N (0,52).

RESULTADOS

Las vacas, independientemente de la oferta diaria de pradera y el tipo de ensilaje suplementado,
pastorearon a una disponibilidad pre-pastoreo de 1710 kg MS/ha y el residuo de pradera pos-pas-
toreo fue de 1470 kg de MS/ha en los cuatro tratamientos, con un porcentaje de utilizacion de la
pradera del 31%.
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En la Tabla 1 se muestran los resultados del andlisis quimico proximal de las pasturas pastoreadas,
se encontrd 14.2 + 0.8% de MS, 284+0.8% de PC, asi como el analisis de fibras de 42.7+ 0.4 para
FDN y 24.4 + 0.5 para FDA, y energia metabolizable (EM) de 2.7 £0.03 Mcal, siendo los prome-
dios muy semejantes (p > 0.05) entre ambas ofertas de pradera ofrecida. El ensilaje de pradera tuvo
mayor concentracion de proteina cruda, fibra neutro detergente y extracto etéreo (p > 0.05) y menos
almidon en comparacion con el EMPE. El alimento concentrado contenia un 83.3% de MS, 15.2%
de PC y 3.14 Mcal de EM.

H Tabla 1. Composicion quimica y suplementos ofrecidos durante todo el estudio. Los datos son presentados en % de MS.

Oferta de pradera Tipo de ensilaje

Materia seca (%) 13.6+3.1 14.84+4.0 30.7£1.2 28.9+£3.6 86.2+1.0
Proteina Cruda (%) 27.4+2.0 28.6+1.3 7.1£0.5 15.9+3.4 14.847.6
Fibra detergente
43.0+4.6 42.4+4.1 43.3+3.9 47.6+0.9 14.0£3.8
Neutro (%)
Fibra detergente acida
24.8+2.0 24.1+1.4 24.6+2.9 30.8+0.3 4.5+1.5
(%)
Cenizas (%) 9.4+0.8 9.6+0.4 3.6£0.6 7.4+0.1 4.8+3.7
Energia Metabolizable
2.75+0.01 2.75+0.03 2.76+0.13 2.71+0.01 3.14+0.21
(Mcal/kg DM)
pH 3.840.1 4.240.1
NHs-N 6.2+0.9 9.9£0.9

pH= Potencial de Hidrogeno, NHs= Amoniaco, X= promedio, DE desviacion estdndar

Los promedios de las variables de pH en liquido ruminal, las concentraciones de amoniaco y de los
AGVs se muestran en la Tabla 2. El pH, las concentraciones de N-NHs, las proporciones de propio-
nico, butirico y la concentracion total de AGVs no presentaron diferencias significativas (p > 0.05),
por el contrario, la proporcion de acetato y la relacion A:P fue mayor significativamente (p < 0.05)
para el pastoreo de distintas ofertas de pradera.

En relacion con el tipo de ensilaje suplementado, los promedios para las variables de pH por tipo de
ensilaje fueron estadisticamente diferentes (p < 0.05). Las concentraciones de N-NH3s, las propor-
ciones de los principales AGVs y la concentracion total de AGVs no fueron diferentes (p > 0.05)
por el tipo de ensilaje suplementado.

Una interaccidn significativa (p < 0.05) entre la oferta de pradera y tipo de ensilaje ofrecido se re-
porto para la variable de la proporcion de acetato y la relacion A:P en muestras de liquido ruminal
obtenido por rumenocentesis. Para el resto de las variables analizadas no se encontraron interaccio-
nes estadisticamente significativas (p > 0.05).
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H Tabla 2. Promedio de pH, N-NHs, AGvs de liquido ruminal obtenido mediante ruminocentesis en vacas lecheras en

pastoreo recibiendo 17 o 25 kg de MS como oferta diaria de pradera y suplementadas con ensilaje de maiz o pradera y
alimento concentrado.

Ttem Oferta de pradera Tipo de ensilaje Significancia
pH 6.14 6.06 6.35 5.85 0.06 0.457 0.001 0.245
N-NH, mmol/L 27.49 21.01 25.73 22.76 4.59 0.348 0.66 0.454
Acético % 63.41 69.01 68.26 64.15 1.7 0.048 0.126 0.046
Propioénico % 18.29 16.52 16.73 18.08 0.7 0.115 0.211 0.159
Butirico % 14.77 12.3 11.88 15.19 1.31 0.221 0.112 0.157
Total AGVs
124.22 146.21 119.06 151.38 28.3 0.598 0.443 0.181
mmol/L
AP 3.49 4.27 4.18 3.58 0.296 0.03 0.081 0.040

pH= Potencial de Hidrogeno, NHs= Amoniaco, AVGs= Acidos Grasos Volatiles, EEM = error estandar de la media,
OP = Oferta de pradera, TE = Tipo de ensilaje, EMPE = ensilaje de maiz de planta entera, A:P= Relacion Acéti-
co-Propidnico.

OP= oferta de pradera. TE= tipo de ensilaje

DISCUSION

En condiciones de pastoreo otofial, las vacas expresan una conducta de pastoreo donde se ven for-
zadas a defoliar los estratos mas bajos de las plantas, aumentando la dificultad de pastorear, dismi-
nuyendo considerablemente la tasa de consumo y aumentando el tiempo de pastoreo, debido a una
importante reduccion del tamano de mordida (Pérez-Prieto et al., 2013).

La oferta de pradera asignada no afect6 el valor nutritivo del forraje consumido, pero si tuvo las
caracteristicas tipicas de una pradera de otofo precedida de un verano seco con bajo porcentaje
de materia seca, alto en energia y alto en proteina cruda. Estas son caracterizadas por pasturas en
estado vegetativo de alta calidad, compuestos por hojas y tallos jovenes con una baja presencia de
material muerto en los estratos bajos de las praderas, una composicion quimica similar a lo repor-
tado por Keim et al. (2015) y Morales et al. (2014).

En contraste, con otras épocas del afio o regiones las praderas mas maduras generalmente se asocian
con proporciones reducidas de hojas vivas, una digestibilidad baja de la materia organica (DMO)
y un aumento de fibra detergente acida (FDA) y fibra detergente neutra (FND) (Wims et al., 2010).

Evaluacion del pH, amoniaco y AGV

El pH es el resultado de la fermentacion de las pasturas y los suplementos, asi como mantener

el equilibrio de la produccidn, las tasas de eliminacion de productos acidificantes y la capacidad

amortiguadora. Se esperaba que con un bajo contenido en fibra de las praderas pastoreadas carac-

teristicas del otono del Sur de Chile (Keim et al., 2014) fuera un factor que promoveria la dismi-
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nucion del pH ruminal, modificando la funcion del rumen. No obstante, con las caracteristicas de
estas pasturas y ofertas de pradera asignadas no se observaron modificaciones en el pH ruminal
manteniendo un pH cercano a 6.0. Las dietas de estas vacas se caracterizaron por un alto porcentaje
de forraje y un mayor porcentaje de fibra digestible consumido. La utilizacion de la fibra por parte
del rumiante es la funcidon mas importante de los procesos microbianos del rumen. Una caracteris-
tica de la hidrolisis de la celulosa es que se realiza a través de una enzima bacteriana llamada celu-
lasa, cuya accidon disminuye cuando la dieta es rica en almidon, azicares simples y otros azucares
solubles. El producto final de la hidrdlisis de la celulosa es el acido acético, pero también pueden
producirse en forma indirecta dcido propionico y acido butirico. Bajo las condiciones experimen-
tales de este estudio, el aumento de la oferta de pradera resulté en mayores producciones de acido
acético sin modificar la concentracion total de AGVs, asi como una mayor relacion de A:P.

Los valores de las concentraciones totales de AGVs en todos los tratamientos fueron altos con res-
pecto a otros estudios reportados para vacas en pastoreo otofial y suplementadas con ensilajes de
pradera, de acuerdo con lo reportado por Ruiz-Albarran et al. (2012), las mayores concentraciones
de AGVs estuvieron asociados a un incremento en el consumo de materia, como fue reportado por
Wilkinson et al. (2020) y el valor nutricional de los alimentos ofrecidos durante el experimento.

El ensilaje de pradera se ofrece cominmente a las vacas lecheras durante periodos de escasez de
forraje, pero otros ensilajes como el ensilaje de maiz de planta entera se han convertido en una
alternativa a ensilaje de pradera (Beltran et al., 2021). Se ha informado que el ensilaje de pradera
aumenta el CMS total (Kennedy et al., 2011) y rendimiento de leche, debido a su alta proporcion
de hojas, una alta digestibilidad y de moderado a alto contenido de proteinas (Habib et al., 2006).
Como han informado Phillips (2023) y Kennedy et al. (2011), en vacas lecheras en pastoreo la con-
centracion de proteinas en la leche tiende a reducirse mediante la inclusion de ensilaje de pradera
en la dieta. Esto podria deberse a la reduccion en la ingesta total de energia o a la baja retencion de
nitrogeno del ensilaje de pradera, en comparacion con el forraje fresco y los concentrados (Beltran
et al., 2021).

Por el contrario, ensilaje de maiz suministra mas almidén y menos PC (Habib et al., 2006) en com-
paracion con EP. Ademas, la EMPE ofrece una mejor fuente de carbohidratos degradables en el
rumen, que pueden mejorar la utilizacion microbiana del N en el rumen y disminuir la cantidad de
N excretado.

Se encontr6 una interaccion entre OP X TE para el porcentaje de 4cido acético, asi como para la re-
lacion A:P en rumen puede ser explicada a partir de que las vacas que pastaban 17 kg MS/vaca/dia
y recibian EMPC produciendo una menor concentracion de acético que las vacas que recibian EP.
Ademas, estos valores podrian ser un aumento en la ingesta de energia y el suministro de almidon a
partir del EM que se sincronizan con el alto contenido de proteina cruda del forraje. Por lo tanto, la
suplementacion con EMPE mejor6 la fermentacion ruminal debido a una utilizacion més eficiente
de los nutrientes aportados por el forraje.

En este experimento, los AGVs totales y las proporciones molares de AGVs siguieron patrones

normales para vacas en pastoreo que consumian forraje de pastos templados descritos por Peyraud
y Delagarde (2013) y Sotelo et al. (2012).
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CONCLUSIONES

La obtencion de liquido ruminal mediante rumenocentesis permitid evaluar la actividad de fermen-
tacion ruminal de vacas lecheras con distintas ofertas de pradera y suplementadas con dos tipos
de ensilaje ofrecido. La mayor oferta de pradera aumento6 la concentracion de acido acético y la
relacion de acidos cetogénicos. Por su parte, el ensilaje de maiz de planta entera disminuy6 pH en
liquido ruminal y la relacion A:P pastoreando de menores ofertas de pradera.
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