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RESUMEN

El objetivo fue evaluar como se afectan el consumo y el aprovechamiento digestivo
de los nutrientes, el ambiente ruminal, y el metabolismo glucosidico y nitrogenado
en vaquillonas alimentadas con una racion balanceada y totalmente mezclada
(RTM), forraje fresco o ambos. En un disefio de 3 cuadrados latinos de 3x3, se
utilizaron 9 vaquillonas cruza (214 + 18 kg PV) fistuladas en rumen, alojadas en
jaulas individuales. Segun el tratamiento las vaquillonas fueron alimentadas, sin
restriccion de cantidad con pastura compuesta principalmente por Trifolium repens,
Trifolium pratense y Lolium multiflorum (PB=13,0%; FDN=46,6%) durante 24 h
(Pastura), o con RTM compuesta por un 64 % grano de maiz, 25% silo planta
entera de sorgo, 8,1 % harina de soja y 2,9 % de nucleo (PB=9,2%; FDN=25,0%),
durante 24 h (RTM), o 18 h RTM + 6 h de pastura (RTM+PA). Cada periodo
experimental consistioé en 10 dias de adaptacion y 8 de mediciones. Se determiné el
consumo de alimentos y la digestibilidad de distintas fracciones quimicas (MS, MO,
FDN, FDA, PB). Se calculd la retencion de N (RN) y la sintesis de proteina
microbiana a través de los derivados puricos en orina. En cada periodo se tomaron
muestras de contenido ruminal para determinar la cinética de pH y N-NHj3, y se
extrajo sangre para determinar las concentraciones y dindmicas de glucosa, urea e
insulina. Los datos fueron analizados utilizando el Proc Mixed (SAS), considerando
los efectos periodo (anidado en el cuadrado), tratamiento y para las variables con
medidas repetidas se considero ademaés el efecto de la hora. El consumo de MS del
tratamiento Pastura fue menor respecto a los otros dos tratamientos. Existio una
tendencia del tratamiento RTM+PA a consumir una mayor cantidad de MS como %
del PV que el tratamiento RTM. No se detectaron diferencias en la digestibilidad
aparente de la MS ni MO entre tratamientos, pero existiéo una mayor digestibilidad
de la FDN, FDA y PB en el tratamiento Pastura respecto a los restantes. El
tratamiento Pastura presenté valores de pH ruminales mayores que los otros
tratamientos, que no difirieron entre si. El mayor consumo de CNF del tratamiento
RTM se relacion6 con mayores glicemias y un metabolismo energético mas activo
que el tratamiento Pastura. Se detectd6 una tendencia del tratamiento RTM a
presentar mayor insulinemia respecto al tratamiento RTM+PA. La RN fue mayor
para Pastura respecto a RTM, quedando RTM+PA en una situacion intermedia sin
diferir de ambos. La sintesis de proteina microbiana fue menor para el tratamiento
Pastura respecto a los otros dos tratamientos, mientras que la eficiencia de uso de la
energia y el N para sintesis de proteina microbiana fue mayor en el tratamiento RTM
respecto a al tratamiento Pastura, y no se afectd en relacion al tratamiento RTM+PA.
La inclusion de 6 h de pastura en la dieta de vaquillonas consumiendo RTM tendio6 a
aumentar el consumo de nutrientes y mejorar la digestibilidad del N, sin afectar el
metabolismo glucosidico o del N, manteniendo los niveles y eficiencia de sintesis de
proteina microbiana respecto a dietas RTM.



SUMMARY

The objective was to evaluate how the consumption and digestive utilization of
nutrients, ruminal environment, energy and nitrogen metabolism were affected when
heifers were fed three diets: a balanced and completely mixed ration (RTM), fresh
forage or both. Nine cross breed heifers (214+18 kg BW) fitted with ruminal fistulas
and housed in individual stalls in a 3x3 Latin square design were used. Treatments
consisted in: free access to a pasture (CP=13.0%, NDF=46.6%) composed of
Trifolium repens, Trifolium pratense and Lolium multiflorum (63, 18 and 15%,
respectively) for 24 h (Pasture); free access to a TMR diet (CP=9.2%; NDF=25%)
composed of corn grain, whole plant sorghum silage and soybean meal for 24 h
(TM); or 18 h TMR + 6 h pasture (RTM+PA). Each experimental period consisted
of 10 d adaptation period and 8 d for measurements. Daily intake and digestibility of
different chemical fractions (DM, OM, NDF, ADF) were determined. N retention
(NR) was calculated and microbial protein synthesis was assessed measuring urine
purine derivatives. Ruminal content was sampled during each period in order to
evaluate pH and N-NH; concentration kinetics, and blood samples were extracted to
determine glucose, urea and insulin dynamics. Data were analyzed using the Proc
Mixed (SAS), considering the effects of period (nested in the square), treatment,
time and their interaction. DM intake of Pasture treatment was lower compared to
the other two treatments. There was a trend (p=0.068) of RTM+PA treatment to
consume higher quantities of DM expressed as % of BW than RTM. No differences
were detected in the apparent digestibilities of DM and OM between treatments, but
Pasture presented higher NDF, ADN and CP digestibilites. Ruminal pH values were
higher for Pasture than the other treatments, with no differences between RTM and
RTM+PA. The higher NFC intake in RTM was related with higher glycaemia and a
more active energetic metabolism than Pasture treatment. Insulinemia trend to be
higher (valor de P) in RTM than in RTM+PA. The NR was higher for Pasture than
RTM, while RTM+PA did not differ from the others. Microbial protein synthesis
was lower for Pasture than the other two treatments, while the energy and N
efficiency for microbial synthesis was higher for RTM than for Pasture. The 6h
access to pasture in heifers fed RTM diets tended to enhance the intake of nutrients
and N digestibility, with no responses on glucose and N metabolism, and similar
efficiencies of microbial protein synthesis respect to RTM diets.



INTRODUCCION

En la region sur de Sudamérica (paises del MERCOSUR) se asienta el 24% del
stock bovino mundial, unos 240 millones de bovinos. Es ademas la primera region
exportadora de productos derivados de los mismos (carnicos y lacteos),
encontrandose aun lejos de su potencial productivo (Caputi y Méndez, 2010).

En la region, y particularmente en Uruguay, ha existido un crecimiento productivo
que se sustenta en el incremento de la produccion individual y por unidad de
superficie, ya que la posibilidad de expansion fisica de los sistemas de produccion
animal se ha visto limitada por el crecimiento de otros rubros como la forestacion y
la agricultura (DIEA 2010). Esto, sumado a la mayor disponibilidad de sub
productos agroindustriales que son utilizados para la alimentacion animal, determina
que el manejo de la alimentacion sea cada vez mas importante.

La intensificacion de los sistemas productivos complejiza los sistemas de
alimentacion y los fuerza a maximizar sus resultados productivos y margenes
economicos. Concomitantemente, esta region presenta, por sus (caracteristicas
geologicas y climaticas), ventajas comparativas para la produccion de pasturas a
bajo costo relativo. Los productos derivados de animales alimentados con pastura
poseen caracteristicas nutracéuticas que les confieren un nicho de mercado
especifico, existiendo un renovado interés a nivel mundial respecto a la inclusion de
pasturas frescas en la dieta de bovinos, en la medida en que esta practica podria traer
beneficios tanto para el productor como para el consumidor final. Es dificultoso
incorporar pasturas frescas a la Racion Totalmente Mezclada (RTM) por un
problema de volumen y de capacidad de mezclado, lo que hace necesario estudiar la
forma mas conveniente de combinar ambos sistemas de alimentacion.

Existe informacion acerca del aporte de nutrientes, digestibilidad y metabolismo de
animales alimentados tnicamente con pasturas templadas o con raciones totalmente
mezclada (RTM). Sin embargo, son mas escasos los antecedentes acerca de la
comparacion entre ambos sistemas (RTM vs Pastura) y se centran principalmente en
el desempefio productivo y econémico de animales alimentados con uno u otro
sistema. La informacion disponible acerca de la combinacion de ambos sistemas de
alimentacion en una escala temporal diaria es aun mas limitada, no habiéndose
encontrado reportes acerca de las consecuencias nutricionales y metabolicas de
combinar ambos sistemas de alimentacion en vaquillonas de razas carniceras en
desarrollo.

El estudio de los aspectos nutricionales y metabolicos de alimentar animales con
raciones totalmente mezcladas en combinacion con pasturas templadas es
determinante para el desarrollo de estrategias que permitan optimizar la
productividad y rentabilidad en estos sistemas mixtos de alimentacion, que tiendan a
capitalizar las ventajas de los sistemas RTM, reteniendo los beneficios de la
inclusion de pasturas en la alimentacion de rumiantes.



ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Efecto de diferentes regimenes de alimentacion (RTM, pastura o ambos) sobre el
consumo y digestibilidad del alimento, el pH ruminal, la glicemia e insulinemia y el
metabolismo del N en rumiantes.

a) Regimenes de alimentacion

Las RTM son un sistema de alimentacion donde los forrajes y alimentos
concentrados son completamente mezclados, y de esta forma son ofrecidos a los
animales. El uso de RTM para la alimentacion de bovinos fue recomendado en
paises del Hemisferio Norte (principalmente EEUU y Europa) a partir de la década
del 60, ya que la mezcla de distintos ingredientes en una Unica racion tiene como
ventaja la posibilidad de ofrecer una dieta con un aporte balanceado y sincronizado
de nutrientes y una optima relacion forraje — concentrado, y con minima posibilidad
de seleccion por componentes individuales de la racion (Gill, 1979; Coppock et al.,
1981). Esto determina que la formulacion de la dieta sea mas precisa cuando se
ofrece una RTM que cuando se ofrecen sus ingredientes por separado.

Por otro lado las pasturas templadas son una fuente de nutrientes de bajo costo
relativo para ser usadas en la alimentacion de rumiantes. La materia organica (MO)
y las fracciones nitrogenadas de este tipo de pasturas son altamente degradadas en
rumen (Hoffman et al. 1993; Elizalde et al. 1999; Bargo et al. 2003; Repetto et al.
2005). Sin embargo, su concentracion energética, ademas de sus altos contenidos de
humedad y fibra, pueden resultar en bajos consumos de materia seca (MS) y energia
por parte de los animales (NRC, 2001). Recientemente ha existido un renovado
interés a nivel mundial respecto a la inclusion de pasturas frescas en la dieta de
vacas lecheras, en la medida en que esta practica podria traer beneficios tanto para el
productor como para el consumidor final. En nuestras condiciones, el pastoreo de
pasturas templadas, cuando es bien manejado, supone una alternativa
econdmicamente rentable para la alimentacion de rumiantes de alta produccion
(Dillon, 2006). Comparados con los sistemas de alimentacion RTM, los sistemas de
base pastoril ofrecen una imagen mas “amigable” con el ambiente, en la medida en
que minimizan la polucién y tienen menos efectos negativos sobre la calidad del
suelo (Hanson et al., 1998; Soder y Rotz, 2001). Asimismo, los sistemas pastoriles
pueden tener beneficios sobre la salud de los animales respecto a sistemas de
confinamiento, y desde este punto de vista se considera que promueven un mayor
bienestar de los mismos (Rushen et al., 2008).

La combinacion de ambos sistemas (RTM y pastura) a lo largo del ciclo productivo
ha sido estudiado en cuanto a sus efectos sobre la performance animal y
caracteristicas del producto en bovinos de carne (Neel et al., 2007. ). En Uruguay
particularmente, se han desarrollado esquemas productivos combinando ciclos de
alimentacion en base pastura o RTM, en la recria de vaquillonas lecheras en
confinamiento (CONAPROLE, 2008) o en el ciclo productivo de novillos para carne
el esquema Invierno Carga Cero (ICACE) desarrollado por la Unidad de Produccion
Intensiva de Carne (UPIC) en la estacion experimental Mario Cassinoni en
Paysandu. Sin embargo, la combinacion de ambos sistemas productivos en una
escala temporal diaria ha sido menos estudiada. En Uruguay existen antecedentes
con vacas lecheras primiparas en produccion evaluando la produccion y la
composicion de la leche, la evolucion del estado corporal, la eficiencia reproductiva
y los perfiles metabdlicos con diferentes niveles de asignacion de forrajes con 7h de
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pastoreo (Adrien, 2010). En este trabajo se comunicdé una menor produccion de
leche con los animales que consumieron pastura, sin diferencias en la duracion del
anestro. Nuestro equipo ha incursionado en esta area con los trabajos de Mendoza et
al. (2012 a y b), quienes con vacas lecheras de alta produccion observaron similares
consumos y producciones de leche en dietas que solo consistian de RTM, o RTM y
4 horas de acceso a un forraje fresco (Lolium multiflorum). Trabajando con vacas
lecheras en produccion Loor et al, (2003), compard el consumo de MS y Ia
produccion de vacas alimentadas s6lo con RTM 61% MS, en base seca: (17,6%
FDA, 18% PB) o con RTM y 8h de pastura (18% MS, 27% FDA, 27% PB), y
reportd una disminucion en el consumo de MS pero igualdad de produccion cuando
adicion6 pastura en la dieta, lo que implicaria un mejor aprovechamiento digestivo
de los nutrientes, ya que no encontr6 diferencias en las variaciones de peso vivo
(PV) y estado corporal.

b) El consumo y aprovechamiento digestivo de los nutrientes

El consumo voluntario de nutrientes, en general expresado como kg de MS o MO
consumida por animal y por dia, es una variable determinante de los resultados
productivos y econémicos de cualquier sistema de producciéon bovino. Los
alimentos representan entre el 50 y 80% de los costos de produccion, cobrando
mayor relevancia cuanto mas intensiva es la explotacion. Existe ademas una estrecha
relacion entre la performance productiva de un animal y su consumo de materia
organica digestible ingerida (MODI) (Tucker et al., 2001).

Se han desarrollado diversas aproximaciones matematicas que cuantifican y
ponderan la interaccion entre estimulos e inhibiciones del consumo voluntario. En
este sentido, Poppi et al. (1994) desarrollaron un modelo con seis variables basicas
con factores fisicos de llenado (distension) y de transito (MS defecada), degradacion
de sustratos y concentracion de metabolitos. Algunos enfoques consideran otros
aspectos metabodlicos como la eficiencia de obtencion de energia mediante la
oxidacion de los sustratos, o sea, la cantidad de energia neta ingerida (ENI) sobre el
consumo de oxigeno (ENI/Consumo de O;) (Keteelars y Tolkamps, 1996). Otro
enfoque para cuantificar y ponderar multiples variables para establecer el consumo
voluntario es la idea de minimo disconfort total (Forbes, 2005). En bovinos
pastoreando pasturas templadas se han identificado restricciones del consumo de MS
de tipo fisicas (i.e. digestion y pasaje de material por el tracto digestivo), por
limitacion de tiempo (i.e. para actividades de busqueda, cosecha y rumia del forraje
ingerido), o por la alta cantidad de agua ingerida junto a la pastura (Chilibroste et
al., 2005; Dillon, 2006) entre otros factores.

Existe cierto consenso que si se comparan animales alimentados exclusivamente en
base a pastura o RTM, el consumo de nutrientes (particularmente energia) que los
bovinos bajo condiciones de pastoreo pueden alcanzar es menor respecto a cuando
son alimentadas con RTM, y en consecuencia, el potencial de produccion no se
explota completamente (Kolver y Muller., 1998; Tucker et al., 2001; Schroeder et
al., 2005). Cuando se incluye pastura en la dieta de animales que se encuentran
consumiendo RTM como alimento de base los resultados no son tan concluyentes,
encontrandose reportes de disminucion del consumo de MS con la inclusion de
pasturas (Soriano et al., 2001; Trozer et al., 2003; Loor et al., 2003) pero también se
han reportado igualdad de consumo (Vibart et al., 2008 (a), Morales et al., 2010).



La digestibilidad aparente de la dieta esta determinada por la tasa y extension de la
degradacion de cada sustrato (digestibilidad especifica de cada alimento), sus
proporciones en la misma y las interacciones entre ellos. Las pasturas templadas
presentan alta digestibilidad de la MS (>60%) (Cajarville et al., 2006; Tebot et al.,
2011), al igual que los granos de maiz y la harina de soja que presentan
digestibilidades altas (> 70%), mientras que el ensilado de sorgo de planta entera
presenta un rango variable de digestibilidad méas amplio y en general de medio a
bajo (<60%). Las interacciones posibles son variadas y diversas. Evaluando el efecto
de la inclusion de una pastura templada (17% MS, 23% PB, 26% FDA) en dietas
RTM para vacas lecheras, Bargo et al., (2002a) no encontraron diferencias en la
digestibilidad aparente de la MS total entre dietas solo RTM o RTM con acceso a
pastura durante 9h (62,3 y 64,1 %, respectivamente).

c) El pH ruminal, glicemia e insulinemia

El metabolismo energético en los rumiantes posee dos sustratos principales, los
carbohidratos (CHO) y/o los lipidos. En dietas comunes para rumiantes el EE suele
ser menos del 6% de la MS, por lo que son los CHO los principales sustratos
energéticos en los rumiantes. Estos CH pueden ser estructurales, fibra detergente
neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA) o carbohidratos no fibrosos (CNF)
(almidon, azucares y peptinas). La pectina que desde un punto de vista ficiologico
esta unida a la pared vegetal, poce una union labil y es fermentada en el rumen en un
alto porcentaje. La mayor parte de los CHO, son fermentados en el rumen
generando acidos grasos volatiles (AGVs) principalmente acetato [C2], propionato
[C3] y butirato [C4]), nitrégeno amoniacal (N-NH3), gases (2/3 CO, y 1/3 CHy y
células microbianas (Church, 1993). Los AGVs pueden considerarse desechos del
metabolismo de los microbios ruminales, pero desde el punto de vista del rumiante
constituyen la principal fuente energética. Normalmente los AGVs contribuyen con
el 50 — 70% de la energia digestible contenida en el alimento. La fermentacion de la
fibra da lugar a una fermentacion mas acética, mientras que dietas ricas en almidon
generan una fermentacion mas propidnica, pudiendo incluso escapar almidon a la
degradacion en el rumen y ser digerido y absorbido como glucosa en el intestino
(Relling y Mattioli, 2003). Esta glucosa absorbida en el intestino cubre el 5 al 15 %
de los requerimientos energéticos cuando la dieta es rica en fibra, y llega al 30 % si
¢sta es rica en almidon con capacidad pasante. Los AGVs son absorbidos
fundamentalmente a nivel ruminal, aunque un 10 — 20% puede escapar de rumen y
ser absorbido en abomaso; en rumen se absorben de forma pasiva a favor de un
gradiente de concentracion y pH entre el lumen ruminal y la sangre (Kozloski,
2002).

El pH del medio ruminal es el resultado del equilibrio entre la formacion de acidos y
los elementos tamponantes (absorcion, pasaje y buffers). En un experimento
realizado por Bargo et al. (2002a) no se encontraron diferencias en el pH ruminal de
vacas lecheras consumiendo dietas solo RTM o RTM con acceso a pastura, si bien
es destacable que los valores promedio de pH ruminal (5,9) observados en vacas
consumiendo pasturas templadas de buena calidad se encuentran por debajo del
limite Optimo para la degradacion de la fibra por los microorganismos (pH = 6,2)
(Van Soest et al., 1994). Esto ha sido reportado por otros autores en vacas
alimentadas con pasturas templadas y suplementadas con concentrados (Chilibroste
et al.,, 2005; Cajarville et al., 2006). El hecho que estas pasturas tengan una alta
concentracion de MO fermentable en rumen y un bajo contenido de fibra capaz de
promover la rumia y la salivacion, resulta en una gran produccion de acidos en
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rumen (Kolver y de Veth, 2002), lo que puede estar contribuyendo a estos bajos pH.
Adicionalmente, la practica de ofrecer el concentrado durante los ordefies, en
oposicion a ofrecerlo en otros momentos del dia (como ocurre al utilizar una RTM),
también podria acentuar las condiciones de acidez generadas en condiciones de
pastoreo (Huffman, 1961); esto explicaria por qué el contenido de grasa lactea puede
ser menor en vacas alimentadas con pastura + concentrado energetico respecto a
RTM o pastura + RTM, atin cuando tengan un alto consumo de fibra (Bargo et al.,
2002b). En sentido opuesto, la oferta de una fuente de fibra al mismo tiempo que los
alimentos concentrados, como ocurre en una RTM, minimizaria las variaciones en la
tasa de produccion de acidos y por tanto del pH ruminal (Coppock et al., 1981).

Los nutrientes absorbidos a nivel del tracto gastrointestinal llegan via portal al
higado, organo clave a nivel metabolico siendo responsable del 80 - 90 % de la
neoglucogénesis en los rumiantes. La glucosa es el principal sustrato energético para
el cerebro, la glandula mamaria, el feto y el musculo. El higado emplea como
principales sustratos neo glucogénicos al propionato, lactato, aminoacidos y glicerol.
El aporte relativo de cada uno depende del balance energético del animal. El
propionato producido a nivel ruminal es cuantitativamente el principal precursor
neoglucogénico en los rumiantes (Drackley et al., 2001; Hungtington et al., 2006),
aportando entre el 55 y 70% de la glucosa formada en higado (Reynolds et al. 1988;
Reynolds et al., 2003; Hungtington et al., 2006). La tasa de conversion de
propionato a glucosa en animales consumiendo dietas ricas en concentrados es
mayor que en aquellos consumiendo dietas altas en forraje (Drackley et al., 2001).
El glucdgeno hepatico en los rumiantes es casi exclusivamente sintetizado de
neoglulucogénesis, ya que la falta de carboxiquinasa, limita la fosforilacion
oxidativa (a glucosa-6-fosfato) y esto el ingreso de glucosa al hepatocito.

Las 2 principales hormonas que regulan los niveles de glucosa en sangre son la
insulina y el glucagén (Coffee, 1998; Drackley et al., 2001). La insulina, hormona
polipeptidica secretada por las células B de los islotes de Langerhans juega un rol
clave en la regulacion del crecimiento y utilizacion de nutrientes en los rumiantes.
Por ejemplo, promueve la captacion de glucosa por los tejidos, la sintesis de
glucdgeno, la glucolisis y la sintesis de acidos grasos en higado (Coffee, 1998). Si
bien la insulina disminuye la neoglucogénesis hepatica al disminuir la sintesis de
glucosa desde sustratos que entran via piruvato, no altera la conversion de
propionato a glucosa (Drackley et al., 2001; Hungtington et al. 2006). De manera
inversa a la accion de la insulina, el glucagon promueve la liberacion de glucosa a la
sangre, estimula directamente la conversion de propionato en glucosa y el uso de
aminoacidos para la neoglucogénesis (Drackley et al. 2001). La regulacion de la
homeostasis de la glucosa resulta (entre otros aspectos) de la interaccion de estas 2
hormonas. Altos niveles de insulina contrarrestan los efectos del glucagén, por lo
que la variacion en la relacion insulina/glucagén juega un papel muy importante en
la regulacion de la neoglucogénesis (She et al., 1999; Drackley et al., 2001).

Comparando distintos sistemas de alimentacion Bargo et al., (2002a) reportaron una
menor concentracion de acidos grasos no esterificados en plasma en animales
alimentados con RTM + pastura respecto a concentrado + pastura, lo que sugiere un
mejor balance de energia y una menor movilizacion de reservas corporales al incluir
RTM en dietas con pasturas. En cuanto a la efecto de la inclusion de pastura en la
dieta de animales consumiendo RTM, Vibart et al., (2008) reportaron una
disminucion lineal de la glicemia (61,5 mg/dl a 57,7 mg/dl) con el incremento en la
proporcion de pastura en la dieta de vacas lecheras en produccion, asi como una
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mayor lipomovilizacion, sugiriendo un deterioro del metabolismo energético con la
inclusion de pastura. Por otro lado Soriano et al. (2001), Adrien et al. (2006) y
Morales et al. (2010) informan la ausencia de efecto en la variacion de peso vivo o
glicemia, con la inclusién de pastura en la dieta de vacas lecheras consumiendo
RTM.

d) El metabolismo del nitrogeno

Todas las proteinas celulares del organismo se encuentran en continuo recambio
(“turnover”) en el cual son sintetizadas (anabolismo) y degradadas (catabolismo)
sustancias proteicas. El metabolismo del nitrogeno (N) es un aspecto clave en la
fisiologia digestiva de los rumiantes. Inicialmente las investigaciones se han
centrado en los mecanismos mediante los cuales los rumiantes ejercen su ventaja
evolutiva de utilizar diversas fuentes de N inorganico para producir proteina
verdadera, gracias a la simbiosis establecida con la biota ruminal (Eastridge, 2006;
Bach et al., 2005). En la Figura 1 se representan las principales vias del flujo de N
en un rumiante adulto. En estos animales el N ingerido sera en parte degradado a
nivel ruminal, otra fraccion continuara intacta y sera digerida en el intestino delgado,
mientras que una ultima fraccion no se degradara y sera excretada. Adicionalmente,
las fracciones degradadas en el rumen seran utilizadas por los microorganismos
ruminales para la sintesis de su propio soma, multiplicando asi la poblacion de
microorganismos que seran digeridos y absorbidos en el tracto gastrointestinal
posterior (Church, 1993).

MATERTASNITROGENADAS (N) DELALIMENTO

Figura 1. Diagrama general del flujo del N en los rumiantes. ' Proteina Verdadera (PV), *
Nitrogeno No Proteico (NNP), *Proteina Microbiana (PM). Elaboracion propia.

Posteriormente las diferentes fuentes (alimentos), cantidades y fracciones (quimicas)
de N aportadas en la dieta y su efecto en el metabolismo de los animales ha sido
objeto de estudio (Castillo et al., 2001; Reynald y Broderick, 2005). La mayor
comprension del proceso mediante el cual se realiza la reduccion ruminal de los
compuestos nitrogenados para liberar N-NH; (Brock et al., 1982; Prins et al., 1983),
asi como el mayor conocimiento de los diferentes alimentos proteico (Sniffen et al.,
1992), han contribuido a establecer que la extension y velocidad de degradacion
para una fuente proteica dependera de la actividad proteolitica de la micro flora
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ruminal, el tipo de proteina (susceptibilidad y accesibilidad a los enlaces peptidicos)
y la tasa de pasaje del alimento. Evaluando el efecto sobre la concentracion de N-
NH; ruminal, no se detectaron diferencias en vacas lecheras consumiendo s6lo RTM
(17% PB) o0 30 % de la MS de la dieta aportada por pastura (26% PB) y el resto
RTM (Bargo et al., 2002). Tampoco in vitro Vibart etal., (2010), sustituyendo RTM
por pastura en fermentadores continuos desde 100% MS de RTM, hasta 55% de la
MS de RTM y 45 % de la MS de pastura, observaron diferencias en la concentracion
de N-NHj; en el medio de incubacion.

Por otro lado ha sido documentado que las pasturas templadas poseen en general
altos porcentajes de proteina bruta (PB), siendo ésta de alta degradabilidad ruminal
(Chilibroste et al., 2005; Cajarville et al., 2006). Esto produce importantes niveles de
N-NHj; y excrecion de urea al medio ambiente. Por esto, se han conducido diversos
estudios acerca de como mejorar la utilizacion del N en animales alimentados con
pasturas para disminuir la contribucion de los rumiantes a la polucion
medioambiental (Hoekstra et al., 2007). Trabajando con diferentes sistemas de
alimentacion, Bargo et al. (2002b) encontraron que en comparacion con las vacas
alimentadas con RTM, las alimentadas con pastura + RTM tuvieron igual
concentracion de urea en plasma y mayor concentracion de urea en leche, lo que
sugiere un mayor aprovechamiento del nitrégeno ingerido por los animales
consumiendo s6lo RTM.

Se han desarrollado basicamente dos enfoques teoricos sobre la disponibilidad de
nutrientes y el desempeflo animal. Un enfoque de “Sincronia” de nutrientes, donde
se esboza la necesidad de disponer simultineamente de fuentes de carbohidratos y N
para mejorar la sintesis de proteina microbiana (SPM), que debido a sus cualidades
(alto valor biologico y digestibilidad) podria impactar positivamente sobre la
produccion animal (Lapierre y Lobley, 2001; Cabrita et al., 2006). Por otro lado, un
enfoque “Asincronico” esboza que debido a la diversidad de poblaciones ruminales,
lo que seria sincronico para algunos microorganismos, no lo seria para otros en un
momento dado. Ademds los diversos estados metabolico - fisioldgicos de los
animales contribuirian a generar diferentes estados de homeostasis y homeoresis,
que determinan flujos de nutrientes disimiles, con diferentes tasas de recirculacion y
utilizacion de los nutrientes (Hall y Huntington 2007; Reynolds y Kristensen, 2008).

Adicionalmente, la eficiencia de transferencia de nitrogeno a producto, que es baja
en vacas alimentadas con RTM, es atin menor cuando son alimentadas con pasturas
templadas, probablemente debido a la alta concentracion de proteina soluble en las
mismas, y a una posible falta de sincronizacion entre el aporte de nitrogeno y
carbohidratos para los microorganismos del rumen (Hoekstra et al., 2007). Sin
embargo la alimentacion de los rumiantes con estas pasturas en estados fenoldgicos
adecuados (adecuado balance CH/PB) parecen proveer una fuente de sustratos
Optima para maximizar la eficiencia de sintesis de proteina microbiana (ESPM) (30
- 40 g SPM/kgMODI), que no ha podido mejorarse mediante la suplementacion con
diferentes fuentes energéticas (Sannes et al., 2002; Tebot et al., 2011). Por su parte
Vibart et al., (2010), trabajando in vitro con fermentadores continuos con mezclas de
RTM (50% MS, 22% FDA y 16% PB) y pastura (Lolium multiflorum: 25% MS,
21% FDA y 30% PB), reportaron un aumento lineal de la sintesis de proteina
microbiana y del % de fermentescibilidad real de la MS con la inclusion de pastura
hasta niveles del 45% de la MS. Contrariamente, Bargo et al. (2002b) reportaron una
disminucién en la excrecion urinaria de alantoina y creatinina con la inclusion de
pasturas en dietas RTM en vacas lecheras en produccion.



e) Sintesis

Las dietas mixtas RTM y pastura son cada vez mas comunes en los sistemas
productivos de bovinos. Existe consenso en que hay una disminucion del consumo
de MS, la produccién y un peor balance energético cuando se comparan animales
alimentados s6lo con pastura respecto a s6lo RTM. Cuando se comparan animales
alimentados so6lo con RTM respecto a animales alimentados con dietas mixtas los
resultados no son concluyentes, ya que existen reportes de similares consumos de
MS y produccion, e incluso menores consumos ¢ igual produccion, respecto a dietas
solo RTM.

La combinacion RTM + pastura contribuye a estabilizar el ambiente ruminal
respecto a dietas solo con pastura, aunque no es tan claro respecto a dietas s6lo con
RTM. Si se considera la variacion de PV, la glicemia y insulinemia como
indicadores de estatus energético, mayoritariamente los estudios no han detectado
diferencias entre animales alimentados s6lo con RTM, o RTM con hasta 9h de
acceso a la pastura o0 30% de la MS de la dieta como pastura.

En relacion al metabolismo del N no se han detectado efectos a nivel de las
concentraciones de N-NHj, existiendo controversia acerca del impacto de la
inclusion de pastura en dietas RTM sobre la eficiencia del uso del N. Existe
consenso en que los sistemas pastoriles puros o con suplementacion de concentrados
energéticos son mas ineficientes en el uso del N. La sintesis de proteina microbiana
parece ser favorecida en las dietas mixtas (RTM y pastura) respecto a dietas RTM
aunque los reportes son aiin sumamente escasos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

El estudio de como se afectan los procesos digestivos y el aprovechamiento
metabolico de los nutrientes con sistemas alimenticios basados en pasturas
templadas, racion totalmente mezclada (RTM) o mixtos, se vuelve relevante debido
a la aparicion y expansion de sistemas de alimentacion mixtos.

La ingestion de nutrientes, el ambiente ruminal (pH y N-Nh;) y el metabolismo
energético y del nitrogeno, son las principales determinantes de la producciéon en
rumiantes sanos. Por otro lado, la informacion disponible es fragmentaria,
abocandose algunos autores a aspectos del consumo y ambiente ruminal, otros al
metabolismo intermediario del N o de la glucosa. Este estudio desarrolla una vision
holistica del problema, abordandolo desde todas estas opticas en simultaneo.

La comprension de las posibles interacciones entre la pastura y la RTM contribuira a
generar informacion original y relevante para el campo de la nutricion de rumiantes
y la fisiologia metabodlica del bovino, con implicancias practicas para los sistemas
productivos intensivos y semi-intensivos de bovinos a nivel regional. Esta
informacion contribuird a establecer estrategias de alimentaciéon que tiendan a
maximizar la produccidn, en base a la utilizacion eficiente de nuestros recursos
disponibles, minimizando los posibles impactos ambientales negativos.

En ultima instancia la pregunta rectora de esta tesis es: ; La combinacion de pastura
con RTM, mejora el desempefio productivo con respecto a una dieta con solamente
pastura o RTM?. Ademas se buscacomprender los procesos digestivos y metabdlicos
que permitan construir estrategias de alimentacion que maximicen los desempefios
productivos, minimicen el impacto ambiental y contribuyan a producir alimentos
funcionales a la salud humana.

La hipotesis general de esta tesis es que la inclusion de pastura en la dieta de
vaquillonas consumiendo una racion balanceada y totalmente mezclada (RTM),
mejorara el aprovechamiento metabodlico y digestivo de los nutrientes a través de la
modificacion del ecosistema ruminal, especificamente la fermentacion y la sintesis
de proteina microbiana.

El objetivo general es estudiar el consumo y el aprovechamiento digestivo de los
nutrientes, el ambiente ruminal y el metabolismo energético y nitrogenado en
vaquillonas alimentadas con una racion balanceada y totalmente mezclada (RTM),
pastura o ambas.

Los objetivos especificos son estudiar el efecto de alimentar vaquillonas con una
racion balanceada y totalmente mezclada (RTM), pastura o ambas sobre:

1) el consumo y la digestibilidad aparente de las diferentes fracciones quimicas
2) el ambiente ruminal especificamente pH y N-Nhs

3) lasintesis y eficiencia de sintesis de la proteina microbiana

4) lauremiay retencion de N

5) la glicemia e insulinemia

6) la actividad in vitro del inoculo ruminal medida como fermentescibilidad.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realizo entre los meses de octubre y diciembre de 2010,
en la Unidad de Digestion y Metabolismo Ruminal (Departamentos de Bovinos y
Nutricion) situada en el Campo Experimental N°2 de la Facultad de Veterinaria,
Universidad de la Reptiblica (UdelaR), San José, Uruguay (34° latitud sur, 35°
longitud oeste). Los analisis de composicion quimica de los alimentos y heces, las
determinaciones de glucosa y urea en sangre y los derivados ptricos en orina se
realizaron en el Laboratorio de Nutricion Animal, y los analisis de insulina fueron
hechos en el Laboratorio de Técnicas Nucleares, ambos laboratorios de la Facultad
de Veterinaria, UdelaR, Montevideo, Uruguay. El cuidado de los animales, la
implantacion de sondas ruminales y vesicales, las venopunciones yugulares y las
biopsias hepaticas fueron realizadas siguiendo los protocolos aprobados por la
Comision Honoraria de Experimentacion Animal (C.H.E.A), de la UdelaR,
Uruguay.

Disefio experimental:

Se realizo un experimento “in vivo” el cual buscé evaluar la influencia del tipo de
dieta sobre parametros de consumo, digestibilidad de nutrientes, ambiente ruminal
(pH y N-NHs;), flujo de proteina microbiana al duodeno, balance nitrogenado,
eficiencia en la utilizacién del nitrogeno, concentracion plasmatica de metabolitos
(glucosa y urea) e insulina.

En este experimento se utilizaron nueve vaquillonas cruza (Hereford x Aberdeen
Angus) (214 £ 18 kg de PV, media + desvio estandar), fistuladas en rumen y
alojadas individualmente en jaulas metabolicas. Todas las vaquillonas fueron
evaluadas en tres tratamientos alimenticios donde tuvieron acceso durante:

1. 24h racion totalmente mezclada (RTM)
2. 24h pastura templada (Pastura)
3. 18h RTM + 6h de pastura (RTM+PA)

Durante tres periodos consecutivos de 18 dias cada uno (10d de acostumbramiento y
8d de mediciones). El disefio experimental fue de tres cuadrados latinos de 3 x 3. En
la Figura 2 se presenta el esquema mediciones durante los 8 dias de mediciones en
cada periodo experimental y cuadrado latino.
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Figura 2. Esquema del protocolo experimental: A. Duracion total y distribucion
dentro de cada periodo; B. Secuencia de mediciones seguida en cada periodo

Los animales tuvieron acceso al agua en todo momento. Diariamente a las 1000
horas fue suministrado alimento nuevo, pastura o RTM segun correspondiese. En el
tratamiento RTM+PA de 1300 a 1900 horas los animales tenian acceso a la pastura,
sin acceso a la RTM. Los alimentos se ofrecieron sin restriccion en la cantidad,
admitiendo rechazos de 5 a 20% de lo ofrecido. La composicion quimica de la
pastura, la RTM y los alimentos utilizados para formular la RTM se describen en el

Cuadro 1.
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CUADRO 1. Composicion quimica (media £ DE) de la pastura, la RTM y los
alimentos utilizados para formular la RTM

Ensilado de Ensilado de  Grano de Harina de

Pastura’ RTM® sorgo PE’ maiz GH'  maiz molido soja
MS (%)’ 41,7+173 58.0+27 32,0+0,1 68,40+ 0,8 92,8+0,6 89,8 +0,0
Composicion (%MS)
MO® 92,0+12 962+05 93,1£0,2 97,2+2,0 97,3+27 93,2+0,2
FDN?® 46,6 +58 250+64 62,4+0.2 7,1£0,3 11,6 £04 14,6 £ 1,7
FDA® 27,4+0,7 12,8+6,5 40,2+0,2 2,0+0,1 33+0,2 5,5+0,0
PBY2 13,0£2,1 92+0,9 4,0+0,2 7,8+0,0 7,5+0,0 48,8 +0,5
EE" 3,0+0,1 3,63+ 0,7 2,4+0,1 42+ 0,1 3,9+ 0,2 1,6+0,0
CNE!! 29,4 58,5 23,9 78,1 74,4 28,3
pH - - 5,7 3,89 - -
EM, Mcal/Kg MS'® 2,21 2,62 - - - -
Fraccionamiento del N (%PB)
NNP“ 21,6 +24 28,7+22 - - - -
PS® 36,5+0,8 31,5+39 - - - -
NIDN'¢ 15,4+ 1,5 12,0+ 1,1 - - - -
NIDA' 2,8£0,8  53+0,5 - - ] ]

! pradera mezcla disponibilidad promedio 2170 + 380 kg de MS/ha (15% Lolium multiflorum, 63 %; Trifolium
repens, 18,6 %; Trifolium pratense y 3,4 % restos muertos); > Racion totalmente mezclada; * Silo de sorgo planta
entera; * Silo de maiz GH (grano humedo); 5 Materia seca; ® Materia organica; 8 Fibra neutro detergente; ° Fibra
4cido detergente; !' carbohidratos no fibrosos, calculado como: %CNF = %MO — (%PB + %FDN + %EE); 2
Proteina Cruda; '* Extracto al éter; ' Nitrogeno no proteico); '°> Proteina soluble; ' Nitrogeno insoluble en
detergente neutro; ' Nitrogeno insoluble en detergente 4cido; '* Energia metabolizable: estimado usando valores
del Cornell Net Carbohydrate and Protein System v. 6.1 ® (CNCPS v.6.1)

La pastura fue cortada diariamente mediante pastera a las 0900 horas y se ofrecid en
comederos. Consistio en una pradera en estado vegetativo, sembrada en abril de
2009, sin recibir ningun tipo de fertilizacion hasta su utilizaciéon en el ensayo. La
composicion botanica se estimo el primer y tltimo dia de cada periodo experimental
y en promedio durante el experimento presento una composicion (en MS) de 15,0 %
de raigras (Lolium multiflorum), 63,0 % de trébol blanco (Trifolium repens), 18,6 %
de trébol rojo (Trifolium pratense) y un 3,4 % de restos muertos, con una
disponibilidad promedio de 2170 + 380 kg de MS/ha.

La RTM se formul6 de acuerdo a las recomendaciones de Cornell Net Carbohydrate
and Protein System v. 6.1 ® (CNCPS v.6.1), para cubrir por si misma en forma
balanceada los requerimientos de animales de 200 Kg de peso vivo y una ganancia
de 1 kg diario. Para la RTM se utiliz6 silo de sorgo planta entera, silo de grano
himedo de maiz, grano de maiz seco molido y harina de soja peleteada como
componentes principales. Ademas se agregd un nucleo vitaminico mineral
conteniendo fosfato di calcico, carbonato de calcio, complejo vitaminico y oligo
mineral (DSM®), bicarbonato de sodio como buffer y 6xido de magnesio como
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alcalinizante. En el Cuadro II se detalla la participacion porcentual en MS de cada
componente de la RTM.

CUADRO II. Participacion porcentual en MS de cada componente de la RTM.

Ingredientes (% MYS)

Silo de sorgo planta entera 25,2
Silo grano himedo de maiz 40,4
Grano de maiz molido 242
Harina de soja peleteada 8,1
Vitamino - Mineral Premix DSM' 0,02
Bicarbonato de sodio 0,65
Oxido de magnesio 0,32
Fosfato di calcico 0,65
Carbonato de calcio 0,48

! Vitaminas: vitamina A 50: UI; vitamina D 1000: UI; vitamina E 20000 UI, Mg 72000 mg/kg; Mn 30000
mg/kg; Fe 80000 mg/kg; Zn 50000 mg/kg; Cu 14000 mg/kg; 1 20000 mg/kg; Se. Minerales: Tot 95 - 97%; Ca 10
-13%; P 8 -10%; Rel Ca/P 1,28 -1; Se 16mg/Kg; Cu 480 mg/Kg; Zn 1800 mg/Kg; Cen isolubles 4,5%; F 0,2%;
Cd 5 ppm; Cr 2 ppm; As 12 ppm; Pb 30 ppm; Hg 0,1 ppm
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Determinaciones, calculos y técnicas.

Andlisis quimicos:

En los alimentos y heces de cada animal en cada periodo se analiz6 el contenido en
MS, MO y PB (%N x 6,25) segin AOAC (Official Methods of Analysis, AOAC
International, 1990), asi como FDN y FDA de acuerdo con la técnica descrita por
Goering y Van Soest et al. (1970), modificada por Robertson y Van Soest (1981),
usando un analizador de fibra Ankom220 (Ankom Technology Corp. Fairport, NY,
USA). El nivel de CNF fue determinado como: %MO - (%PB + %FDN + %EE).
Todas las muestras se analizaron por triplicado, aceptando coeficientes de variacion
entre analisis del 3 al 5% segun el parametro.

A efectos descriptivos se analizd en un pool por periodo (compuesto por muestras
de cada dia en iguales proporciones) para la pastura y RTM por separado, donde se
realiz6 el fraccionamiento de los compuestos nitrogenados segun el método
propuesto por Licitra et al. (1996). Para estas determinaciones se aceptaron
coeficientes de variacion menores al 10%.

Consumo y Digestibilidad : El consumo se determind para cada animal, periodo y
tratamiento durante 8 dias, por medicion de los Kg de alimento ofrecidos y
rechazados. Todos los dias se tomaron muestras de la pastura y RTM ofrecidas a los
animales, asi como el rechazado cuando super6 el 20 % de lo ofrecido. Durante los
primeros 5 dias de cada periodo de medicion se colectd y pesé la totalidad de las
heces producidas por cada animal, tomandose una alicuota diaria del 10% para
analisis quimicos. Todas las muestras se conservaron a -20° C hasta su analisis.
Posteriormente se analizaron los contenidos de MS, MO, PB, FDN y FDA en los
alimentos y las heces de cada animal. A partir de estos datos se calcularon los
coeficientes de digestibilidad aparente (CD) para cada una de las fracciones
quimicas indicadas como:

(A-B)Y/A*100

En donde A corresponde a la cantidad ingerida (g/d) del nutriente y B a la cantidad
eliminada (g/d) en heces del nutriente. La MODI se calculé como la MO ingerida
(Kg) por su CD.

Retencion de nitrogeno : Ademads de las heces producidas se colectd la orina total
diaria de cada animal durante 5 dias por periodo, mediante sondaje uretral, sobre una
solucion conservante (H,SO4 al 10%); del volumen total se extrajo una alicuota
proporcional a lo excretado y se diluyé hasta un volumen final de 50 ml para su
conservacion a -20 °C. Se conformé un pool de orina por animal y periodo
respetando las proporciones de miccion diarias. La concentracion de N en orina se
estimo por destilacion directa. La retencion de nitrogeno (RN) se calculé como:

RN = NI — (Nh + No)

donde NI corresponde al nitrégeno ingerido (g/d), Nh al nitrégeno eliminado en
heces (g/d) y No al nitrégeno eliminado en orina (g/d).

Sintesis y eficiencia de sintesis de proteina microbiana : La SPM se estim6 en forma
indirecta, a partir de la eliminacion de los derivados ptiricos (alantoina y acido trico)
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en orina. Se colectd el volumen total de orina producido en la forma antes descrita
(ver balance de N) durante 5 dias por animal y periodo. Cada muestra de orina (480
pL) fue analizada para determinar la concentracion de xantina, hipoxantina, acido
urico y alantoina por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) (UltImate 3000,
Dionex Corporation, Sunnyvale, USA), segun Balcells et al., 1992, utilizando como
estandar interno Alopurinol (20 uL/ muestra). Se realiz6 la equilibracion del equipo
con Buffer A (100 ml de solucion 0.1 M de NH4H,PO4 en 900ml de agua
bidestilada, pH a 4.0) durante 10 min y luego un flujo isocratico de 0 a 100% de
Buffer B (100 ml de solucion 0.1 M de NH4H;P04 en 700 ml de agua pH 4.0 y 200
mL de acetonitrilo) durante 12 min con un flujo de 0.8 mL/ min. La lectura se
realiz6 a 205 nm (Columna PROD, COL, ACCLAIM, C18, 5 UM, 4.6 x 250 MM).

Los derivados puricos totales se determinaron como la suma de acido trico y
alantoina. La cantidad de purinas absorbidas (X, mmol/dia) correspondiente a la
cantidad de purinas excretadas (Y, mmol/dia, considerando 158 mg/mmol de
alantoina y 168 mg/mol de acido urico) fue calculada en base a la ecuacion descrita
por Chen y Gomes (1995):

X=Y- (0,385 PV *7)/ 0,85.
La SPM se calculo como:
SPM (g/dia) =70X /0,116 x 0,83 x 1000 = 0,727X,

asumiendo una digestibilidad de las purinas microbianas de 0.83, un contenido de N
en las purinas de 70 mgN/mmol y una relacién N de purinas/N total de 0,116. (Chen
y Gomes, 1995).

La ESPM, se calculé como: g de SPM por kg de MODI (ESPM = g SPM/kg
MODI). La eficiencia de uso del N ingerido para la SPM (EUN) fue estimada como
los g de SPM divididos los g de N ingerido (EUN = g SPM/g N ingerido).

Pardmetros de fermentacion ruminal : La obtencion de muestras de liquido ruminal
se realizd el dia 3 de cada periodo de medicion, mediante una sonda ruminal
permanente como describen Aguerre et al. (2008). En estas muestras se determino
cada hora, durante 24 horas consecutivas, el pH y la concentracion de nitrogeno
amoniacal (N-NH3) en el rumen. El pH fue medido en forma inmediata a la
extraccion de liquido ruminal mediante pHmetro digital (Cole Parmar Instrument
Company, # 59002-00, Singapore). Una muestra para determinacion de amoniaco se
conservd con NaCl al 5% y fue almacenada a -20°C, y a posteriori se determiné la
concentracion de N-NH; por destilacion directa en un destilador (TECATOR, 1002
Kjeltec Sysem).

Parametros sanguineos : Se extrajeron 4 muestras sanguineas por animal y periodo,
durante el quinto dia de muestreo, inmediatamente antes del recambio diario de
alimentos a la hora 0 (1000 h), y luego a las 2, 4 y 8 horas a partir de la hora 0. Las
muestras para glucosa y urea se obtuvieron en tubos de 10 ml con 1 ml de
anticoagulante G (Wiener laboratorios SACI; Riobamba 2944, S2003GSD Rosario,
Argentina; REF: 1890552), fueron centrifugadas inmediatamente (3000 rpm, 15
min) y se conservaron dos microtubos de 1,5 ml de plasma a -20°C. Las
concentraciones de glucosa y urea se determinaron mediante colorimetria usando un
kit comercial (BioSystems S.A., Costa Brava 30, Barcelona, Espafia) para cada uno,
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y un espectrofotometro (UNICO®, 1200). Para la glucosa el limite de deteccion fue
de 0,23 mg/dL de glucosa y el coeficiente de variacion intraensayo para el control 1
(74 a 100 mg/dL) y el control 2 (242 a 327 mg/dL) fueron 6,4 y 5,9 %
respectivamente. Por otro lado para la urea el limites de deteccion fue de 1,3 mg/dL
y el coeficiente de variacion intraensayo para el control 1 (5- 51 mg/dl) y el control
2 (102 — 237 mg/dL) fueron 4,1 y 1,8 % respectivamente.

Las muestras para determinacion de insulina se obtuvieron en tubo seco de 10 ml y
se dejo retraer el coagulo como minimo 6 horas, luego se centrifugaron (3000 rpm,
10 min) y extrajo el sobrenadante, conservandose dos microtubos de 1,5 ml a -20°C.
Las concentraciones de insulina se determinaron usando un ensayo
inmunoradiométrico de un kit comercial (DIAsource Immuno Assays S.A, Nivelles,
Belgica). La sensibilidad del ensayo fue 1,7 pUI/mL. Las muestras se analizaron en
dos ensayos y el coeficiente de variacion intraensayo para el control 1 (25 pUI/mL)
y el control 2 (61 ng/mL) fueron 4,9 % y 7,5 %. Los coeficientes de variacion
interensayo para los mismos controles fueron 5,7% y 7,0% respectivamente.

Andlisis Estadisticos:

Los datos fueron analizados mediante el Sas System for Windows 9.0 ®. El modelo
estadistico utilizado para consumo, digestibilidad, SPM, ESPM y balance de
nitrogeno fue:

Yijk =pt C+ P(C)j + T+ Cijk

Mientras que para las variables con medidas repetidas en el tiempo: glucosa, urea,
glocagon, insulina, pH y NH3 el modelo fue:

Yim = p + G+ P(c); + T+ Hi + Ti < Hi =+ g5
Siendo:

Y'ij = la variable en estudio

p =media

C; = efecto fijo del cuadrado

P(c); = efecto fijo del periodo anidado al cuadrado
Ty = efecto fijo del tratamiento

H, = efecto fijo hora

H, + T = efecto fijo de la iteracion tratamiento hora
eijkl = error residual

Las medias se separaron con el test de Tukey, declarandose significancias con
P <0, 05.
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RESULTADOS

El consumo diario de, MS, MO y los componentes no nitrogenados de la dieta
para los diferentes tratamientos se presentan en el Cuadro IV. El consumo de
MS y MO fue menor para el tratamiento Pastura respecto a RTM+PA, no
detectandose diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
RTM y RTM+PA. Cuando se expres6 el consumo total de MS como % PV
existio un tendencia (p=0,0685) a ser mayor en RTM+PA comparado con RTM.
Cuando las vaquillonas tuvieron acceso a ambos alimentos en el tratamiento
RTM+PA consumieron (en materia seca) un promedio del 29% como pastura y
un 71% como RTM.

CUADRUO III. Consumo diario de MS, MO y los componentes no nitrogenados
de la dieta, en vaquillonas alimentadas con RTM, pastura o ambos.

Tratamientos' EEM? Efecto’

Item RTM RTM+PA Pastura T p
Consumo MS g /d
Pastura 0 2131 5487 - - -
RTM 5986 5218 0 - - -
Total 5986 7358 ¢ 5487° 562 0,042 0457
MS Total % PV 2,8 3.4 2,7° 0,26 0,008 0,285
Consumo MO g /d
Pastura 0 1960 5130 - - -
RTM 5837 5050 0 - - -
Total 5837 % 7019 ° 5130° 546 0,040 0,399
Consumo total g /d
FDN 1575° 2339° 2573° 209 0,004 0474
FDA 804 ° 1241° 1478 121 0,001 0,591

'RTM (24h RTM); RTM+PA (18h RTM y 6h pastura); Pastura (24h pastura); “EEM: Error
estandar de la media (n = 9 por tratamiento); * T: efecto del tratamiento; P: efecto del periodo
experimental.

MS: materia seca; MO: materia organica; PV: peso vivo; FDN: fibra detergente neutro; FDA:
fibra acido detergente

Diferentes letras (a-b) en una misma fila difieren p<0,05 entre tratamientos.

Diferentes letras (x-y) en una misma fila indica tendencia (p<0,10) entre tratamientos.

La digestibilidad de las diferentes fracciones quimicas se presenta en el Cuadro
V. No se detectaron diferencias en la digestibilidad de la MS y MO entre los
tratamientos. Sin embargo, la digestibilidad de la fibra (FDA y FDN) fue mayor
para el tratamiento Pastura respecto a los otros dos tratamientos.
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CUADRO 1V. Coeficiente de digestibilidad aparente (CD) de la MS y los componentes no
nitrogenados de la dieta, en vaquillonas alimentadas con RTM, pastura o ambos.

Tratamientos EEM Efecto
CD RTM RTM+PA Pastura T P
MS 0,66 0,71 0,73 0,023 0,166 0,258
MO 0,71 0,74 0,75 0,017 0,329 0,324
FDN 0,42° 0,46 ° 0,61* 0,036 0,014 0,414
FDA 0,31° 0,35° 0,55 0,056 0,028 0,342

RTM: 24h RTM; RTM+PA: 18h RTM y 6h pastura; Pastura: 24h pastura; EEM: Error estandar
de la media (n = 9 por tratamiento); T: efecto del tratamiento; P: efecto del periodo
experimental.

MS: materia seca; MO: materia organica; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra acido detergente
Diferentes letras en una misma fila difieren p<0,05 entre tratamientos.

Los valores medios de pH y N-NH; se presentan el Cuadro VI y las dinamicas
diarias de ambas variables se muestran en la Figura 3. Los valores de pH fueron
mayores para los animales del tratamiento pastura respecto a los de los otros dos
tratamientos. Se detectd efecto de la hora de muestreo, las dinamicas fueron
similares para los distintos tratamientos siendo los valores mas alcalinos en la
mafiana a las 3 AM, 6 AM y 10 AM para los tratamientos Pastura, RTM+PA y RTM
respectivamente. Los rangos de pH y desvio estandar (DE) para los tres tratamientos
fueron: Pastura (6,74 a 7,05; DE = 0,092), RTM+PA (6,32 a 6,80; DE=0,111) y
RTM (6,23 a 6,80; DE=0,141). Las concentraciones medias de N-NHj3 no difirieron
estadisticamente entre los distintos tratamientos. Se detectd efecto de la hora del dia
y el periodo experimental. Las concentraciones para los tres periodos experimentales
(medias =+ EEM) fueron: periodo I (27,68 + 1,991), periodo II (18,22 + 1,991) y
periodo III (10,92 + 1,991). Los rangos de N-NH3 y desvio estdndar para los tres
tratamientos fueron: Pastura (13,9 a 34,5; DE = 4,85), RTM+PA (11,9 a 44,1;
DE=6,98) y RTM (11,5 a 30,8; DE= 5,56). Para el tratamiento RTM+PA, los picos
maximos (44,1 mg/dl) se alcanzaron a la 15h (hora reloj), dos horas después de
comenzar el suministro de pastura en este tratamiento.

CUADRO V. Valores medios de pH y concentraciones de N-NH; en vaquillonas
alimentadas con RTM, pastura o ambos.

Tratamientos EEM Efecto
RTM RTM+PA Pastura T P H TxH
pH 6,51% 6,46 6,87 b 0,042 <0,001 0,108 0,027 0,946
NH; (mg/dL) 17,6 19,3 19,9 1,11 0,240 <0,001 <0,001 0,867

RTM: 24h RTM; RTM+PA: 18h RTM y 6h pastura; Pastura: 24h pastura; EEM: Error estandar de la
media (n =9 por tratamiento); T: efecto del tratamiento; P: efecto del periodo experimental; H: efecto
de la hora y TxH: interaccion hora por tratamiento.

Diferentes letras en una misma fila difieren p<0,05 entre tratamientos.
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Figura 3. Dinamicas diarias de pH y N-NH; ruminal en vaquillonas alimentadas con: RTM (24h),
RTM+PA (18h RTM+ 6h pastura) o Pastura (24h), (medias £ desvio estdndar; n = 9). La flecha
vertical (negra) indica el cambio diario de alimentos; la flecha horizontal (gris) indica el horario de
acceso a la pastura en el tratamiento RTM+PA.

Las concentraciones medias y el error estindar para cada tratamiento para los
parametros sanguineos estudiados (insulina, glucosay urea) se presentan en el
Cuadro VII. Los menores niveles de insulina se observaron para el tratamiento
Pastura, detectaindose una tendencia (p=0,069) de los animales del tratamiento RTM
a presentar mayores concentraciones de insulina que los del tratamiento RTM+PA.
Existio efecto del periodo experimental, siendo la concentracion séricas de insulina
(media + desvid estandar) para cada periodo de: periodo I (32,4 + 20,9 pUl/ml);
periodo II (29,6 + 6,8 pUl/ml) y periodo III (32,2 + 11,5 pUI/ml). Para los valores
medios de glucosa en sangre se detectd efecto del periodo experimental, la hora de
muestreo € interaccion tratamiento por hora. Para esta variable, los valores fueron
menores para el tratamiento Pastura respecto a RTM y RTM+PA, y la concentracion
plasmatica (media + desvio estandar) para cada periodo fue: periodo I (90,4 + 12,2
mg/dL), periodo IT (64,2 = 5,1 mg/dL) y periodo III (84,4 £ 7,2 mg/dL). En la
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Figura 4 se muestra la dinamica de las concentraciones de glucosa por tratamiento a
las 10, 12, 14 y 18h. La evolucion de la glicemia fue diferente entre los tratamiento.
El tratamiento Pastura presenté un aumento lineal de la glicemia en funcion del
tiempo, el tratamiento RTM presentd un comportamiento cuadratico, con un
maximo a la hora 2 y posterior descenso. El tratamiento RTM+PA presentd una
evolucion similar al tratamiento RTM pero a partir de la hora 4 se mantuvo en un
plateau hasta la hora 8. Los rangos de datos y desvios estandar de cada tratamiento
fueron: RTM (68,5 a 96,3 mg/dL; DE = 11,62 mg/dL), RTM+PA (67,1 a 106,1 3
mg/dL; DE = 15,92 mg/dL) y Pastura (67,9 a 79,7 mg/dL; DE = 10,27 mg/dL). Las
concentraciones plasmaticas de urea fueron menores en los tratamientos RTM y
RTM+PA respecto al tratamiento Pastura. No se detectd efecto de la hora de
muestreo, ni interaccion tratamiento por hora.

CUADRO VI. Concentracion media de metabolitos (glucosa y urea) y hormonas
sanguineas (insulina y glucaén) en vaquillonas alimentadas con RTM, pastura o
ambos.

Tratamientos EEM Efectos
RTM RTM+PA Pastura T P H TxH
Insulina 445 321%  17.7° 624  0.0007 0011  0.5504 0.9291
(nUI/ml)
Glucosa 80.5 85.7°  73.0° 423 0024 <0.0001 0.001 0.045
(mg/dL)
Urea (mg/dL) 27.4" 280°  39.0° 935 0002 0816 0152 0332

RTM: 24h RTM; RTM+PA: 18h RTM y 6h pastura; Pastura: 24h pastura; EEM: Error estandar de la
media (n =9 por tratamiento); T: efecto del tratamiento; P: efecto del periodo experimental; H: efecto
de la hora y TxH: interaccion hora por tratamiento.

Diferentes letras (a-b) en una misma fila difieren p<0,05 entre tratamientos.

Diferentes letras (x-y) en una misma fila indica tendencia (p<0,10) entre tratamientos.
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Figura 4. Concentraciones de glucosa a las 10 AM (0h), 12 AM (2h), 14 PM (4h) y 18 PM (8h), en
vaquillonas alimentadas con: RTM (24h), RTM+PA (18h RTM+ 6h pastura) o Pastura (24h) (medias
+ desvid estandar; n = 9). La flecha vertical (negra) indica el cambio diario de alimentos (10 AM); la
flecha horizontal (gris) indica el horario de acceso a la pastura en el tratamiento RTM+PA (13 PM a
19 PM).
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En el Cuadro VIII se presenta el consumo y la digestibilidad de las fracciones
nitrogenadas, la retencion de nitrogeno y la sintesis de proteina microbiana para los
animales en los distintos tratamientos. No se detectaron diferencias en el consumo y
la eliminacion del N en heces entre los tratamientos. Los animales del tratamiento
Pastura eliminaron mayor cantidad de N por orina que los de los tratamientos RTM
y RTM+PA. La digestibilidad aparente del N fue menor en el tratamiento RTM
respecto al tratamiento Pastura y present6 una tendencia (p=0,065) a ser menor en el
tratamiento RTM respecto al tratamiento RTM+PA. Para esta variable se detectd
efecto del periodo experimental, siendo la digestibilidad aparente para cada periodo
(media = EEM): periodo I (71,8 = 4,11%), periodo II (63,7 + 4,11%) y periodo III
(72,9 + 4,11%). La retencion de N presenté una tendencia a ser menor en el
tratamiento RTM respecto al tratamiento Pastura (p = 0,065) y al tratamiento
RTM+PA (p =0,092).

La SPM fue menor para el tratamiento Pastura en comparacion con los otros dos
tratamientos. La MODI tendid a ser mayor en el tratamiento RTM+PA comparado
con Pastura. La ESPM y EUN tendieron a ser mayores para el tratamiento RTM
respecto al tratamiento Pastura, no detectandose diferencias entre RTM+PA y los
otros dos tratamientos.

CUADRO VII. Consumo y digestibilidad de las fracciones nitrogenadas,
retencion de nitrégeno y sintesis de proteina microbiana en vaquillonas alimentadas
con RTM, pastura o ambos.

Tratamientos EEM Efecto

RTM RTM+PA Pastura T P
Consumo N (g/d) 93,26 124,12 116,69 10456 0,1435  0,6030
Excrecion de N:
N Heces (g/d) 33,5 37,42 26,61 327 0,1029 04251
N Orina (g/d) 6.7° 7.9 13.9° 1,47 0,0127 0,1243
N Orina como % del N Tot.' 17° 17° 31° 29 00078 0,2680
Digestibilidad aparente N (%) 61b™ 70° 77 24 00025 0,0447
Retencion de N (%) 53" 79 76 50,0 0,073  0,4797
Sintesis de proteina microbiana:
SPM (Ng/dia)’ 100.6* 105.6" 64.9° 890 0,018 0,382
MODI (kg/d)’ 429 5,1 3,9 0,38 0,083 0295
ESPM (g SPM/Kg MODI)* 26.7* 20.7* 17.1° 521 0,034 0,061
EUN (g SPM/g N ingerido)’ 1,0° 0.84° 0.55° 0,06 <0.001 0,1952

RTM: 24h RTM; RTM+PA: 18h RTM y 6h pastura; Pastura: 24h pastura; EEM: Error estandar de la
media (n =9 por tratamiento); T: efecto del tratamiento; P: efecto del periodo experimental.

" % del N excretado por orina del total excretado

? Sintesis de proteina microbiana

3 Materia organica digestible ingerida

4 Eficiencia de sintesis de proteina microbiana

> Eficiencia de uso del N para sintesis de proteina microbiana

Diferentes letras (a-b) en una misma fila difieren p<0,05 entre tratamientos.

Diferentes letras (x-y) en una misma fila indica tendencia (p<0,10) entre tratamientos.
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DISCUSION
COMPOSICION QUfMICA DE LOS ALIMENTOS

La variacion en la composicion quimica de los alimentos en los diferentes periodos
no fue relevante a excepcion de los niveles de MS, PB, FDN y FDA de la pastura
que evolucionaron acorde con el Indice de Vegetacion Diferencia Normalizada
(IVDN) para la zona y la época (GRAS - INIA). En el Cuadro IX se desglosa por
periodo como evoluciono la composicion quimica de la pastura. Con el aumento de
los contenidos de MS en la pastura aumentaron los contenidos de fibra y disminuy6
la PB. De todas formas, estas variaciones no influyeron en el consumo o en la
digestibilidad de estas fracciones quimicas ya que no existio un efecto periodo para
estas variables. Los niveles de fibra del forraje utilizado coinciden con los
reportados por Bargo et al. (2003) para pasturas templadas (40-50% de FDN). Sin
embargo, los niveles de N estan por debajo del rango citado por el mencionado autor
para este tipo de pasturas (18 vs 24 %PB), lo que probablemente sea debido a la
ausencia de fertilizacion de la pastura desde su implantacion. La fraccion de
nitrégeno no proteico (que comprende péptidos, aminoacidos, aminas, amidas y
nitratos) se ubico dentro del rango de 15 a 25 % del nitrogeno total establecido por
Mangan, (1982).

CUADRO VIII. Composicion quimica media y error estandar (ES) de la pastura en
los diferentes periodos.

Periodo ES p'
I i 11

MS (%) 25,1° 38,6 56,4° 4,11 0,004
Composicion (%6MS)

MO 92,3 92,3 91,5 0,41 0,329
PB 15,2 12,5° 11,6° 0,59 0,003
FDN 2.4 46,9°° 50,3 2,03 0,059
FDA 23,7 27,4° 31,3° 0,88 <0,001

p': efecto del periodo experimental.
MS: materia seca; MO: materia organica; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra acido detergente

Por su parte la RTM lograda (58% MS, 25% FDN, 12 % FDA y 9 % PB), en general
fue similar a la formulada mediante el CNCPS v. 6.1 (57% MS, 22% FDN, 11%
FDA y 12% PB). Sin embargo, el contenido de PB que fue menor en la dieta
suministrada respecto al formulado, debido al menor contenido de nitrégeno en los
insumos utilizados, particularmente el silo de planta entera de sorgo. Igualmente el
valor mas bajo de N-NH3 en rumen fue 11,26 mg/dL, mayor al valor umbral (8
mg/dL) por debajo del cual se comprometeria la sintesis de proteina microbiana
(Van Soest et al., 1994).

En todos los tratamientos los niveles de fibra determinados y fibra efectiva
calculados estuvieron por encima de las recomendaciones minimas para bovinos de
estas caracteristicas segin NRC, (1996). Por su parte los contenidos de CNF
sugieren una buena disponibilidad de carbohidratos de facil fermentacion en rumen
en todas las dietas.
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CONSUMO Y DIGESTIBILIDAD

El consumo previsto por el programa CNCPS v. 6.1 para la RTM y animales de
caracteristicas similares a los utilizados en el experimento fue de 5,39 kg
MS/animal/d, mientras que el observado experimentalmente fue 5,98 kg
MS/animal/d. Como era esperado, el consumo en kg de MS y MO observado para el
tratamiento Pastura fue inferior al alcanzado por los otros dos tratamientos (Cuadro
V).

El modelo de vaca lechera en lactacion es el modelo animal en que se ha generado la
mayoria de la informacion disponible en esta tematica. Trabajando con esta
categoria de animales, Schroeder et al., (2005) utilizando verdeos de invierno
(Avena sativa) o Kolver y Muller., (1998) utilizando una pradera mezcla (53%
Lolium perenne, 19% Trifolium repens y 21% otras gramineas), reportaron un
mayor consumo en animales consumiendo s6lo RTM respecto a solo pastura.
Contrariamente, en el presente trabajo el consumo de MS y MO de los animales
alimentados solo con pastura no difiri6 estadisticamente de los animales alimentados
unicamente con RTM. El hecho que este trabajo haya utilizado un modelo animal
(vaquillonas en crecimiento) de menor demanda nutricional que las vacas lecheras
en produccion podria explicar las diferencias entre este experimento y los antes
citados. En este sentido, Charlton et al., (2011) al determinar la preferencia de vacas
lecheras en lactacion por RTM o pastura (Lolium multiflorum y Trifoliim repens,
disponibilidad 3000 kg MS/ha) reportaron una preferencia parcial por la RTM, que
seria influenciada por las altas demandas de nutrientes de los animales. En el
presente experimento, el tratamiento RTM consumi6é en MS un 65% de su dieta
como grano de maiz ya sea seco o ensilado himedo, que presenta una digestibilidad
teorica cercana al 85% (Sniffen et al., 1992). Por su parte los forrajes en general
presentan valores de digestibilidad muy variables (35 a 80 %; Minson, 1990). La
alta digestibilidad de la MO (75%) asi como una mayor digestibilidad de la fibra en
la pastura utilizada en este experimento (Cuadro V), justifican en parte la ausencia
de diferencias entre el tratamiento RTM y Pastura.

La inclusion de 6 h de pastura en la dieta de vaquillonas consumiendo RTM
aumentd el consumo respecto al tratamiento Pastura y no deprimié el consumo
respecto al tratamiento RTM. No se encontraron diferencias entre los consumos de
MS y MO entre RTM y RTM+PA coincidiendo con los resultados de (Vibart et al.,
2008; Morales et al., 2010; Mendoza, 2012a) quienes no encontraron diferencia
entre el consumo de vacas lecheras en produccion consumiendo unicamente RTM o
RTM y 4 o 6 horas de pastura. Para el tratamiento RTM+PA, si consideramos la
RTM como dieta de base y la pastura como suplemento, existié una respuesta de
adicion con sustitucion (Viglizzo E., 1981). La tasa de sustitucion definida por
Kellaway y Porta, (1993) como los kg de RTM que deja de comer por cada kg
pastura que consume fue en MO de 0,40.

Parece poco probable que el tratamiento RTM hubiera detenido su consumo por
ingestion suficiente de energia, ya que la ingesta total de EM del tratamiento
RTM+PA fue mayor que la del tratamiento RTM (ver mas adelante metabolismo
energético). Por su parte, los niveles de fibra consumidos parecen insuficientes para
atribuirles acciones de llenado que limitaran el consumo de alimentos. La cantidad
de FDN consumida fue 1,5; 2,3 y 2,6 kg para los tratamientos RTM, RTM+PA y
Pastura, respectivamente, siendo los animales de este ultimo los que realizaron las
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mayores ingestiones de FDN, equivalentes al 1,07 % de su PV. Ademas, la
digestibilidad de las fracciones fibrosas fue mayor para el tratamiento Pastura
(p<0,05) respecto a los otros tratamientos. Esto es consistente con los mayores
valores de pH (6,87) que presenta el tratamiento Pastura, siendo este cercano al
valor establecido como Optimo para el desarrollo de la flora celulolitica (Bryant, M.
1959), pudiendo esto haber contribuido a una mayor degradabilidad de la fibra.
Estas diferencias podrian deberse a caracteristicas de la capacidad fermentativa de la
microbiota ruminal y/o aspectos intrinsecos de la fibra (pastura vs ensilado de sorgo
de planta entera) como los niveles de lignificacion que habrian contribuido a estas
diferencias.

En los animales del tratamiento RTM+PA se observaron altos consumos de MS:
22% mas que para el tratamiento RTM y 25% mas que para el tratamiento Pastura.
La tendencia a un mayor consumo (p=0,068) para el tratamiento RTM+PA respecto
al RTM cuando se expresa como % de PV, podria estar relacionada con factores
nutricionales (digestibilidad, ambiente ruminal, bacteriologia ruminal) y efectos
asociativos entre la pastura y la RTM. Este mayor consumo también podria ser
atribuido a factores comportamentales (tiempo de ingestion, tasa de ingestion, entre
otros) debidas a las preferencias, a la palatabilidad y a caracteristicas organolépticas
de los alimentos, que no fueron registrados en este experimento. En este sentido,
datos generados por este mismo equipo de trabajo con vacas lecheras en produccion
alimentadas con RTM como dieta base y 4 o 8 horas de acceso a pastura (Mendoza,
2012a) demuestran la capacidad del bovino sometido a este tipo de dietas mixtas de
predecir o anticipar el suministro de los alimentos, regulando su consumo en funcién
de estas expectativas. Estos ultimos autores reportaron que animales consumiendo
solo RTM consumen igual MS que aquellos que comian RTM mas 4h de pastura,
pero mas que cuando comian RTM mas 8h de pastura, si bien todos los animales
destinaron la misma proporcion del tiempo disponible a alimentarse.

METABOLISMO ENERGETICO

Si consideramos los Kg de MODI por cada tratamiento como una variable que se
relaciona positivamente con el consumo energia (NRC 2001), existi6é una tendencia
del tratamiento RTM+PA a un mayor consumos de MODI respecto al tratamiento
Pastura. El consumo promedio de Kg de CNF (3,5 RTM; 3,7 RTM+PA y 1,6
Pastura) fue mas del doble (130%) para los tratamientos RTM y RTM+PA respecto
al tratamiento Pastura. Con la concentracion energética (EM/Kg MS) asignadas en el
Cuadro I a la pastura (2,21) y RTM (2,62) el consumo total de EM/animal/dia (15,7
RTM; 18,4 RTM+PA y 12,1 Pastura) para los animales que consumian ambos
alimentos RTM+PA fue un 52% mayor que para aquellos que consumian
unicamente pastura y un 17 % més que los que consumian solo RTM.

Esta diferencia en el consumo de sustratos almidonosos se reflejo a nivel de la
acidez ruminal, ya que el tratamiento Pastura, con un menor consumo de CNF,
presentdé pH mas alcalinos durante todo el dia que los tratamientos RTM vy
RTM+PA. A su vez las dindmicas de pH mantuvieron un patréon general de mayor
alcalinidad antes de las 10h y disminucién posterior a la misma hora, momento en
que se realizaba el cambio diario de alimentos y coincidente en general con la
principal comida del dia. Los pH encontrados se encuentran préximos a los dptimos
para la degradacion de la fibra (6,7+0,5) de acuerdo con Van Soest, (1994). El pH
ruminal es consecuencia del balance entre la concentracion de acidos y los sistemas
tampon propios (buferes salivales) o exogenos (aditivos dietarios); en este sentido, el
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nivel de FDN proveniente de forrajes en todas las dietas estuvo por encima de los
recomendados para asegurar un correcto estimulo para la rumia y la salivacion
(NRC, 2001; NRC 1996). Ademas, la RTM formulada contenia oxido de magnesio
y bicarbonato de sodio, lo que contribuydé a mantener los pH ruminales siempre por
encima de 6,2 en todos los tratamientos, reflejando un ambiente ruminal saludable
(Van Soest, 1994) aunque la relacion forraje - concentrado era 25-75. Se ha
reportado que la suplementacion con pastura a bovinos consumiendo dietas RTM
presentaria como beneficio disminuir las fluctuaciones de pH respecto a dietas RTM
(Bargo et al; 2002a). Esto no fue comprobado en este trabajo donde los valores de
pH fueron mas estables a lo largo del dia para el tratamiento Pastura, luego
RTM+PA y maés variables en RTM, si consideramos los rangos y DE de pH cémo
variables de estabilidad.

La glicemia en los rumiantes es consecuencia de la neoglucogénesis hepatica que en
condiciones de alimentacion como las de este experimento utiliza como sustrato
fundamentalmente el propionato y lactato producido a nivel ruminal, aunque en
dietas ricas en almidon la llegada del mismo al intestino delgado puede contribuir a
la absorcion de glucosa post ruminal. En este experimento las concentraciones de
glucosa se encuentran dentro de los parametros de referencia para esta especie (44,6
— 84,2 mg/dL) segun (Kaneko et al., 1997). Por otro lado Aguerre, (2010) trabajando
con animales similares a los utilizados en esta tesis alimentados unicamente con
pastura (Lotus Corniculatus: 32% MS, 29% FDA y 12,3 % PB) report6 glicemias de
63,5 mg/dl, y cuando se las suplement6 al 1,5 % PV con grano de sorgo molido las
glicemias reportadas fueron de 74,3 mg/dL. Los niveles de glucosa encontrados en
el presente trabajo presentan coherencia bioldgica con los niveles de consumo y el
tipo de alimento recibido, es asi que las dinamicas de evolucion de la glicemia en las
8 hs registradas difirieron entre tratamientos, reflejado en la interaccion tratamiento
por hora (Cuadro VII y Figura 4). Estas curvas de glicemia podrian estar reflejando
los comportamientos de ingestion y cinética de degradacion de los sustratos
ingeridos: mientras los animales con pastura realizan un aumento gradual en la
cantidad total de alimento ingerido, los alimentados con RTM presentarian mayores
consumos matutinos y una degradacion del almidon relativamente rapida respecto a
la liberacion retardada de nutrientes a partir de las fibras vegetales como
consecuencia de la rumia. Por su parte, el tratamiento RTM+PA presenta un
recuperacion de la caida de glicemia cuando se le suministra pastura (Figura 4, hora
3 de muestreo en adelante). La homeostasis glucostatica de los rumiantes parece
haber establecido dos niveles de glicemias diferente en este experimento, uno
entorno a los 70-75 mg/dL (tratamiento Pastura) y otro 80-85 mg/dL (tratamientos
RTM y RTM+PA), probablemente influido por los niveles de CNF ingeridos, la
produccion de propionato y posiblemente mayores absorciones de glucosa en el
intestino delgado. Esta mayor llegada de almidon al intestino delgado y absorcion
consecuente de glucosa puede estar influyendo en los niveles de insulinemia
encontrados. La insulinemia de los animales que consumieron RTM fue mayor que
los que consumieron solo pastura. El tratamiento RTM tendi6 (p<0,10) a tener una
mayor insulinemia que el tratamiento RTM+PA, reflejando un mayor necesidad de
secrecion insulinica para mantener la glicemia.

En términos generales los animales que consumieron RTM presentaron como era
esperable un metabolismo energético mas activo que aquellos que consumieron solo
pastura. La inclusion de pastura en un 30% de la MS total ingerida no perjudico
ninguno de los parametros relevados, sino que contrariamente aumentd la energia
total ingerida.
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METABOLISMO DEL N

El consumo de N no difiri6 estadisticamente entre los tratamientos, pero es de hacer
notar que en términos numéricos el tratamiento RTM fue el de menor consumo,
seguido por el tratamiento Pastura, y el mas alto fue RTM+PA. La ausencia de
diferencias entre tratamientos en la concentracion de N-NHj puede atribuirse en
parte a la alta degradabilidad de los componentes nitrogenados de las pasturas
templadas. Los valores observados para el tratamiento Pastura son similares a los
reportados por (Cajarville et al., 2006) trabajando con vacas secas y una pradera
mezcla (Trifolium repens, Festuca arundinacea, Lolium multiflorum y Lotus
corniculatus) similar a la utilizada en este ensayo y Aguerre et al., 2010 trabajando
con vaquillonas en crecimiento y Lotus corniculatus. Otro factor que podria tener
incidencia en este resultado podria ser una mayor absorcion a nivel ruminal de N-
NH3 en el tratamiento Pastura. Esto se deberia al mayor pH ruminal registrado en el
tratamiento Pastura, lo que determinaria una mayor proporcion del N-NH3 en su
forma disociada y por tanto una mayor absorcion de este elemento en rumen
(Kozloski, 2002). Reafirmando lo reportado por Bargo et al.,(2003), la inclusion de
30% de la MS como pastura en la dieta de animales consumiendo RTM no modifico
la concentracion media de N-NH; ruminal. Por su parte Vibart et al ., 2010, evalu6
el impacto de la adicion de cantidades crecientes de pastura en una dieta base RTM
sobre la concentracion de N-NHj, usando fermentadores de flujo continuo, y no
encontraron efecto incluso cuando reemplazé el 50% de la MS de la RTM por
pastura. En el presente trabajo las oscilaciones de N- NH; ruminal fueron mayores
para RTM+PA respecto a los otros dos tratamientos. Los valores de N- NHj se
encontraron siempre por encima de los Smg/dl valor sefialado como minimo para el
correcto desarrollo de los microbios ruminales (Clark et al. 1992).

Los valores de urea en plasma se encuentraron dentro de los rangos normales para
bovinos en crecimiento (15,5 — 41,9 mg/dl) segiin Kaneko,J.J; (1997 ). La uremia en
todos los tratamientos estuvo por encima del valor umbral para bovinos en
crecimiento planteado por Hamond, (1998) de 15 mg/dl por debajo del cual existiria
una deficiencia de PB en la dieta relativa a la ingesta de energia digestible. Por su
parte Vibart et al., (2008) obcervaron una disminucion lineal en el nivel de urea en
plasma (13,9 a 8,1 mg/dl) en vacas lecheras en lactacion al incluir de 0% a 50% de
MS de pastura en la dieta, usando una RTM con mayor % de PB que la pastura
(Lolium Multiflorum) (15,9% RTM y 13,9 % pastura). Por su parte Bargo et al.,
2002 reportaron ausencia de efecto de la inclusion de 1/3 (7,5Kg MS) de pastura en
la dieta de vacas lecheras alimentadas con RTM, utilizando una pastura con 26,3%
PB y una RTM con 16,9% PB. En el presente estudio aunque no se detectaron
diferencias en la concentracion de N-NHj; ruminal, se observaron niveles diferentes
de uremia que dan cuenta de una utilizacion diferente del amoniaco ruminal.
Encontrandose mayor excrecion ureica de nitrogeno en el tratamiento Pastura.

En términos absolutos la excrecion total de N no difirid entre tratamientos, y la
mayor parte del N fue excretada en las heces, sin detectarse diferencias entre
tratamientos. Si difirid la cantidad de N excretado en orina como % del N total
excretado, siendo mayor para el tratamiento Pastura respecto a los otros dos
tratamientos. Esta diferencia en la excrecion urinaria de N es consistente con los
mayores niveles de uremia hallados para el tratamiento Pastura. Concordando con la
idea general de que la alta degradabilidad ruminal del N en forrajes frescos de
pasturas templadas que no es capturado para sintesis de proteina microbiana,
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aumenta la excrecion urinaria de N (Hoekstra et al., 2007). Por su parte la inclusion
de 6h pastura en la dieta de animales consumiendo RTM no modifico el patron de
excrecion de N respecto al tratamiento RTM. La tendencia del tratamiento RTM+PA
a presentar una mayor digestibilidad del N que el tratamiento RTM, se debe en parte
a la mayor digestibilidad del N de la pastura respecto a la RTM. Esta mayor
digestibilidad estd relacionada al fraccionamiento de las materias nitrogenadas,
donde la PB de la pastura presenta unos 5 puntos porcentuales mas de PS y una
fraccion de NIDA menor que la RTM. Existié una tendencia del tratamiento RTM a
retener menos N que los otros dos tratamientos en términos absolutos (g). Si se
observa porcentualmente, el tratamiento RTM retuvo un 63%, el tratamiento
RTM+PA un 68% y el tratamiento Pastura un 75% del N ingerido. Parte de esta
diferencia puede explicarse por la mayor sintesis de proteina microbiana del
tratamiento RTM y RTM+PA respecto al tratamiento Pastura.

En relacion a la SPM, segun Clark et al. (1992), cuando el N en rumen no es
limitante la SPM esta fuertemente relacionada al consumo de MO y a la proporcion
de ésta que es fermentada en rumen. El menor consumo de CNF explica en parte la
menor SPM del tratamiento Pastura respecto a RTM+PA y RTM. Es posible que la
disponibilidad de sustratos energéticos de facil fermentacion hayan contribuido a
obtener un mayor SPM en los tratamientos RTM y RTM+PA respecto al tratamiento
pastura. La mayor SPM de los tratamientos que consumieron RTM puede estar
relacionada ademas a una mayor tasa de crecimiento de los microorganismos
amiloliticos que los celuloliticos, una mayor tasa de pasaje y factor de dilucion del
contenido ruminal (Bach et al., 2005). Los factores que afectan la ESPM son
similares a los descritos para la SPM. Concordando con los resultados de Castrillo
et al., (2001) una alta EUN podria ser alcanzada con suministros de menos de 400 g
de N por animal y por dia, siendo la heces la principal via de excrecion de N,
mientras que ingestas superiores generan un aumento de la excrecion de N urinario.
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CONCLUSIONES

Los animales con acceso durante 6h a la pastura consumieron aproximadamente un
30% de la MS de su dieta como pastura. La inclusion de 6h de pastura en la dieta da
vaquillonas consumiendo RTM no disminuyé el consumo de MS o MO.
Contrariamente se detectd una tendencia a consumir mas MS como % del PV por el
tratamiento RTM+PA respecto a RTM.

Los animales consumiendo RTM presentaron mayores consumos de MO, glicemia e
insulinemia, que aquellos que consumieron unicamente pasturas, reflejando un
metabolismo glucidico mas activo. Esto no se afectd con la inclusion de 6 horas de
pastura en la dieta.

La SPM fue menor en el tratamiento Pastura respecto al tratamiento RTM y
RTM+PA. La ESPM y EUN tendi6 a ser menor en el tratamiento pastura respecto a
RTM. La inclusion de 6 horas de pastura en la dieta de animales consumiendo RTM
no afecté la SPM, la ESPM o la EUN en relacion a vaquillonas consumiendo
unicamente RTM. Paralelamente la inclusion de pastura tendid a aumentar la
digestibilidad del N y su retencion en comparacion con vaquillonas alimentadas
unicamente con RTM.

En resumen la inclusion de pasturas en un 30 % de la MS total de la dieta en
vaquillonas alimentadas con RTM, no determino cambios en el aprovechamiento
digestivo y metabdlico a excepcion de una tendencia a mejorar la digestibilidad y
retencion de N, que no puede ser atribuida a cambios en el ambiente ruminal o a la
sintesis de proteina microbiana.
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