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Resumen

La necesidad de cumplir con las demandas de los mercados internacionales
y de garantizar practicas de produccion sostenibles destacan el desafio de mejorar
la fermentacion ruminal. El uso de antibidticos, como la monensina, lo ha logrado,
pero la posible generacion de resistencia genera preocupacion y se han buscado
alternativas como son los extractos de plantas. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar el impacto de la monensina y de una mezcla de extractos de plantas en la
fermentacion ruminal de vacas lecheras durante el periodo de transicion e inicio de
lactancia en sistemas pastoriles mixtos. En un disefio completamente al azar con
medidas repetidas en el tiempo, se asignaron 9 vacas Holando fistuladas, a uno de
tres tratamientos: monensina (MON; 300mg/animal/dia), extractos de plantas
(EXP;  50g/animal/dia)  conteniendo  trans-cinamaldehido, flavonoides,
curcuminoides y piperina, y un tratamiento control (CON) sin agregados de
aditivos. Treinta dias antes de la fecha probable de parto, los animales ingresaron
al preparto, siendo estabulados en un sistema de “compost barn”, consumiendo
racion totalmente mezclada (TMR) que incluia el aditivo en el concentrado, segun
correspondiera el tratamiento. Luego del parto se manejaron en un sistema de
alimentacion mixto, con una sesion de pastoreo entre los ordefies (05:00 y 16:00hs)
y encierro luego del ordefie pm. Se tomaron muestras de liquido ruminal a los -11,
+33 y +63 dias relativos a la fecha promedio de parto para determinar el pH,
nitrogeno amoniacal (N-amoniacal), acidos grasos volatiles totales (AGVt), acético
(C2), propionico (C3), butirico (C4) y poblacion de protozoarios. Los muestreos se
realizaron en dos dias consecutivos, a las 0, 4, 8, 16, 24 hs post-alimentacion. En el
preparto, la concentracion de pH ruminal, N-amoniacal, AGVt, C2, C3, C4 y la
relacion C2/C3 no fueron afectados por los tratamientos; sin embargo, la poblacion
de protozoarios fue significativamente menor en los tratamientos MON y EXP con
relacion al CON (p=0,008). En el posparto, la concentracion de N-amoniacal y de
C4 fueron significativamente menores en el tratamiento EXP con relacion a los
grupos MON y CON (p<,0001 y p=0,0001, respectivamente), y la poblacion de
protozoarios fue menor en los tratamientos MON y EXP respecto al CON
(p<0,0001). Se concluye que los aditivos alimentarios pueden ser una estrategia
para mejorar la fermentacion ruminal en vacas lecheras durante el periodo de
transicion e inicio de lactancia en sistemas pastoriles mixtos. Sin embargo, se
necesita mas investigacion sobre su capacidad de modular la microbiota ruminal.
Un conocimiento mas profundo del uso de aditivos en vacas lecheras en transicion
en sistemas mixtos serd util para lograr un aumento de la eficiencia de produccioén
de los sistemas de produccion de leche de Uruguay.

Palabras clave: vaca lechera, fermentacion ruminal, monensina, extractos
de plantas



Summary

The need to meet the demands of international markets and to ensure
sustainable production practices underscore the challenge of improving rumen
fermentation. The use of antibiotics, such as monensin, has achieved this goal, but
concerns about the potential development of resistance are prompting research into
alternatives such as plant extracts. The aim of this research was to assess the impact
of monensin and a blend of plant extracts on ruminal fermentation in dairy cows
during the transition and early lactation period within mixed grazing systems.
Employing a completely randomized design with repeated measures over time, nine
fistulated Holstein cows were allocated to one of three treatments: monensin
(MON; 300 mg/animal/day), plant extracts (EXP; 50 g/animal/day) containing
trans-cinnamaldehyde, flavonoids, curcuminoids, and piperine, and a control
treatment (CON) devoid of additive supplementation. Thirty days prior to the
anticipated calving date, the animals entered the prepartum phase, being housed in
a compost barn system and consuming a total mixed ration (TMR) that incorporated
the additive in the concentrate, as per the respective treatment. Following calving,
they were managed within a mixed feeding system, undergoing a grazing session
between milkings (05:00 and 16:00 hrs) and confinement post-evening milking.
Ruminal fluid samples were collected at -11, +33, and +63 days relative to the
average calving date to assess pH, ammonia nitrogen (N-ammoniacal), total volatile
fatty acids (AGVt), acetic (C2), propionic (C3), butyric (C4) acids, and protozoa
population. Sampling was conducted over two consecutive days at 0, 4, 8, 16, and
24 hrs post-feeding. During the prepartum period, ruminal pH concentration, N-
ammoniacal, AGVt, C2, C3, C4, and C2/C3 ratio were unaffected by the treatments;
however, the protozoa population was significantly lower in the MON and EXP
treatments in comparison to CON (p=0.008). In the postpartum phase, N-
ammoniacal and C4 concentrations were significantly lower in the EXP treatment
relative to MON and CON groups (p<0.0001 and p=0.0001, respectively), and the
protozoa population was lower in the MON and EXP treatments compared to CON
(p<0.0001). In conclusion, feed additives constitute a strategy to improve rumen
fermentation in dairy cows during transition and early lactation in mixed grazing
systems. However, further research into their potential to modulate the rumen
microbiota is warranted. A more comprehensive understanding of the use of
additives in transitioning dairy cows in mixed systems will prove valuable in
increasing the production efficiency of dairy production systems in Uruguay.

Keywords: dairy cow, rumen fermentation, monensin, plant extracts



1. Introduccion

La produccion de leche es una actividad estratégica para el desarrollo del
Uruguay por su valor econdmico y social. En el afio 2021 las exportaciones de
lacteos representaron el 8% de las exportaciones del pais generando mas de 11.000
puestos de trabajo, contribuyendo a poblar y dinamizar el interior del pais (Centro
de Estudios de la Realidad Economica y Social [CERES], 2021).

El principal destino de la produccion de lacteos en Uruguay es la
comercializacion en los mercados internacionales. Segun el Instituto Nacional de la
Leche (INALE, 2021) el 71% de la produccion se exporta a mas de 60 mercados.
Esta condicion determina que se deban atender las demandas de los consumidores,
manteniendo un equilibrio entre la produccion, cuidado ambiental, promocion
social y bienestar animal. Por lo tanto, el desafio hacia el futuro esta en lograr que
los procesos de intensificacion se basen en los pilares de competitividad y
sostenibilidad.

Una de las limitantes para alcanzar dichos objetivos son las ineficiencias
asociadas a la fermentacion ruminal. En este proceso ocurren pérdidas energéticas
y de nitrogeno entre otros que reducen la produccion y tienen consecuencias
ambientales. Si se logra una mejora en la eficiencia ruminal se puede obtener un
beneficio econdmico, social y ambiental que aportaria al desarrollo del sector.

En busqueda de reducir estas pérdidas, en la década de 1970 surgi6 la
incorporacion de antibidticos ionoforos como aditivos en la dieta de los rumiantes
(Newbold, 2017). La monensina es el antibiotico mas utilizado con estos fines. Este
iondforo genera una modificacion de la microbiota ruminal que permite mejorar la
eficiencia de utilizacion del alimento (Rezaei Ahvanooei et al., 2023) y reducir la
contaminacion ambiental en términos de emisiones de amoniaco, 6xido nitroso y
metano (Tedeschi et al., 2003). Sin embargo, el uso generalizado de antibidticos
por razones de produccion en el ganado lechero esta bajo un escrutinio cada vez
mayor debido a las preocupaciones sobre la resistencia a los antibioticos (Newbold,
2017). Por esta razon, se desarrollaron diferentes alternativas al uso de antibidticos,
entre ellas la utilizaciéon de extractos de plantas como modificadores de la
microbiota ruminal. Los mismos se estudiaron principalmente en sistemas
confinados, por lo que surge el interés de conocer su efecto en condiciones
pastoriles asociados a nuestros sistemas productivos lecheros.

Este trabajo se desarrolla con el fin de determinar el impacto del uso de
aditivos como moduladores de la fermentacion ruminal en vacas lecheras durante
el periodo de transicion e inicio de lactancia en sistemas pastoriles mixtos.
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1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo General

El objetivo de este trabajo es determinar el impacto de la incorporacion de
dos aditivos, monensina y extractos de plantas, como moduladores de Ila
fermentacion ruminal en vacas lecheras durante el periodo de transicion e inicio de
lactancia en sistemas pastoriles mixtos.

1.1.2. Objetivos Especificos

Como objetivos especificos se plantea: 1) evaluar el efecto del uso de
monensina y extractos de plantas sobre los parametros ruminales (pH, acidos grasos
volatiles: AGV y nitrégeno amoniacal: N-amoniacal) y poblacion de protozoarios
alo largo del dia. ii) evaluar si existen efectos diferenciales por el uso de monensina
o extractos de plantas sobre los parametros ruminales (pH, AGV y N-amoniacal) y
poblacion de protozoarios segun la etapa fisiologica de los animales.
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2. Revision Bibliografica

2.1. Sistemas de Produccion de Leche de Uruguay
2.1.1. Desafios Hacia el Futuro

Las proyecciones de crecimiento de la poblacion mundial, junto al
aumento del consumo per cépita de productos lacteos de los paises en desarrollo,
determinan un incremento previsto de la demanda de leche (Alexandratos &
Bruinsma, 2012). Segun Huws et al. (2018) para atender a esta demanda los
esfuerzos deben centrarse en el aumento de la eficiencia de produccion de los
sistemas de produccion. Ademads, a medida que crece la demanda de alimentos los
consumidores quieren conocer mds sobre el sistema de produccién tanto en
términos de impacto ambiental como de bienestar animal (Delaby et al., 2020). Por
este motivo, los sistemas de produccion del Uruguay tienen el desafio de aumentar
la eficiencia del sistema y a su vez responder a demandas de la sociedad.

Desde el ano 1985, en el Uruguay se dio un proceso de crecimiento
productivo de la lecheria que se basd6 en un aumento de carga animal y
fundamentalmente en una mayor produccion individual (Farifia & Chilibroste,
2019). Chilibroste (2015) indica que los sistemas mas intensivos de produccion son
los que cosechan mas forraje por hectarea, pero a su vez requieren mayores niveles
de suplementacion para manejar los desequilibrios entre la oferta y demanda de
pasturas. Es decir que el crecimiento productivo no se basé inicamente en mejoras
de la eficiencia del sistema.

Los sistemas de produccion eficientes son aquellos que buscan reducir las
fugas de energia en cada fase de su utilizacion por medio del control tecnologico de
las variables en juego (Viglizzo, 1981). El modelo tedrico elaborado por Viglizzo
(1981; ver el Apéndice A) permite contextualizar el tema de estudio del presente
trabajo dentro del sistema de produccion de leche. Las pérdidas de energia que se
generan durante los procesos de transferencia energética en un sistema pastoril se
pueden simplificar en cuatro componentes: pérdidas por captacion ineficiente de la
radiacion solar; pérdidas por utilizacion ineficiente del forraje; pérdidas por
ineficiencia digestiva y metabolica del rumiante; y pérdidas por gastos
improductivos del rodeo.

Las tecnologias tendientes a aumentar la produccion y cosecha de forraje
seran las que generen un mayor impacto en la mejora de la eficiencia del sistema
por reducir las primeras dos pérdidas mencionadas. Las mejoras en el disefio de las
rotaciones y la optimizacion del manejo de las pasturas permiten una mayor
captacion de la radiacion solar que determina un importante incremento en la
produccion de forraje del sistema. A su vez, el incremento de la carga animal y la
confeccion de reservas forrajeras permiten el aumento de la cosecha de forraje.
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Las pérdidas por ineficiencias digestivas y metabdlicas de los rumiantes
quedan definidas por las pérdidas en heces, orina, gases y el incremento calorico
(McDonald et al., 2022). Ademas de la importancia por la pérdida de energia, estas
pérdidas generan un gran impacto social y ambiental. Por lo tanto, la modulacion
de la fermentacion ruminal es una herramienta que podria contribuir a una mejora
en la eficiencia del sistema y a dar respuestas a las demandas de la sociedad. Los
aditivos alimentarios permiten modular la fermentacion ruminal y han sido
evaluados en numerosos experimentos en sistemas confinados. Por este motivo
surge el interés de su estudio en sistemas pastoriles como los de Uruguay.

2.1.2. Alimentacion de la Vaca Lechera

Las condiciones edafoclimaticas del Uruguay permiten la produccion de
pasturas templadas de alta calidad a un bajo costo de produccion (Cajarville et al.,
2012). Los sistemas pastoriles ofrecen ventajas como: menor impacto ambiental
debido a una menor emision neta de gases de efecto invernadero y una menor
erosion del suelo (Perry, 2011); menor incidencia de enfermedades como dermatitis
digital y mastitis (Rushen et al., 2008); y caracteristicas de la leche mas beneficiosas
para la salud humana por menor relacion de dcidos grasos saturados:poliinsaturados
y mayores niveles de 4cido linoleico conjugado (CLA; Lourenco et al., 2008).

El proceso de crecimiento productivo de la lecheria en Uruguay tuvo su
correlato en la alimentacion de los animales tanto en la composicion de las dietas
como en el sistema de alimentacion. En cuanto a la composicidn, se dio un aumento
en la utilizacion de reservas forrajeras y concentrados (Cajarville et al., 2012). Este
cambio responde, por un lado, a los bajos consumos de materia seca y por lo tanto
de energia, logrados con las pasturas (Kolver & Muller, 1998); y por otro, a las
grandes fluctuaciones en la disponibilidad de forraje que se dan a lo largo del afo
(Aguerre et al., 2019). En cuanto a los sistemas de alimentacion, los productores
han manejado diferentes alternativas: a) pastoreo, concentrados y reservas por
separado; b) pastoreo directo y el resto de los alimentos (ensilaje, heno y
concentrado) en forma de racion totalmente mezclada (RTM) y ¢) encierre de
animales y suministro de RTM (Cajarville et al., 2012). No obstante, segun Farifia
y Chilibroste (2019), los sistemas productivos en nuestro pais se caracterizan por
una alimentacion compuesta aproximadamente por 55% forraje cosechado
directamente por el animal, 19% cosechado mecénicamente y 26% concentrados,
siendo mas del 75% de la dieta, parte de la produccion primaria del predio.

La combinacidn de pastoreo con RTM podria tener efectos benéficos sobre
la fermentacion ruminal y sobre el bienestar animal. Bargo et al. (2002) mencionan
que esta estrategia podria determinar; por un lado, un pH ruminal més alto y con
mayor estabilidad y por otro, una reduccién del amoniaco ruminal por el agregado
de fuentes de forraje con mayor fibra efectiva y menor contenido de proteina, en
relacion con una dieta basada en pastoreo suplementada con concentrado. Estos
autores compararon los sistemas e indican que la concentracion de amoniaco en el
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rumen fue menor con RTM y con combinacién de pasturas con RTM respecto a
pasturas y concentrado, pero no detectaron diferencias en el pH ni en la
concentracion y perfil de AGV. Ademads, esta estrategia podria reducir algunos
problemas de bienestar animal asociados a sistemas exclusivamente pastoriles,
como la exposicion al frio y al calor extremo, al viento y a la lluvia (Rushen et al.,
2008) y a una menor presencia de barro que aporta tanto al bienestar animal como
a la calidad de vida de los trabajadores.

Debido a la importancia que tiene el periodo de transicion puede que sea
conveniente mantener al rodeo en un ambiente con buen confort y dietas
balanceadas segun los requerimientos, con el objetivo de atenuar lo maximo posible
la brecha entre oferta y demanda energética (Mackinnon et al., 2020). En este
sentido, en el presente trabajo de investigacion, se manejoé un sistema de encierre
en establo con una dieta total mezclada en el preparto y un sistema mixto de
pastoreo con una racion totalmente mezclada en el encierre vespertino durante el
posparto (ver seccion 3.5).

2.2. Periodo de Transicion de la Vaca Lechera

El periodo de transicion transcurre entre las tres semanas preparto y tres
semanas posparto (Drackley, 1999) y se define como una etapa de cambios
drésticos para el animal (Meikle et al., 2013). Los cambios endocrinos que ocurren
para soportar el parto y la lactogénesis influyen altamente en la utilizacion de
nutrientes y el metabolismo de los tejidos (Grummer, 1995), lo que resulta en
desordenes metabolicos y problemas infecciosos en proporciones exageradas en
relacion con el corto periodo mencionado (Drackley, 1999). A su vez, el sistema
inmune se ve deprimido como consecuencia de la pérdida de capacidad de
homeorresis, lo que acentfia aun mas la incidencia de patologias infecciosas
(Sepulveda & Wittwer, 2017).

Durante este periodo, la vaca debe ser capaz de adaptar su metabolismo al
fuerte aumento de los requerimientos por las altas exigencias de la lactancia que, a
su vez, superan ampliamente el suministro de nutrientes debido a una disminucién
del consumo (Drackley, 1999). Esta baja en el consumo puede llegar a un 30% en
la semana previa al parto, mientras que los requerimientos crecen exponencialmente
(Sepulveda & Wittwer, 2017).

El desfasaje entre las curvas de consumo y de produccion de leche, genera
un balance energético negativo (BEN) que obliga a la vaca a movilizar sus reservas
corporales (Grummer, 1995) con la consecuente pérdida de peso vivo (PV) y
condicién corporal (CC; figura 1). La alta movilizacién de tejido adiposo se
identifica por el aumento de las concentraciones sanguineas de acidos grasos no
esterificados (AGNE; Drackley, 1999) que, en general, es seguido por un aumento
del betahidroxibutirato (BHB) que indica un déficit energético (Meikle et al., 2013).
Los indicadores de BEN estan altamente correlacionados con la pérdida de
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produccion de leche, aumento en la incidencia de enfermedades y disminucion de
la fertilidad (Cardoso et al., 2020).

Figura 1
Curvas de produccion de leche, consumo de materia seca y peso vivo e
identificacion del periodo de transicion y déficit energético (BEN)
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La CC al momento del parto y los cambios que ocurren luego del mismo
por la movilizacion de reservas estan asociados a la performance productiva,
reproductiva y salud de la vaca; lo ideal es que se llegue al parto con 3 a 3,5 puntos,
en la escala de 5 puntos (Roche etal., 2009). Por este motivo es importante

monitorear la CC durante la fase de recuperacion de reservas y en el periodo de
transicion.

El BEN es una etapa inevitable en las vacas lecheras, principalmente las de
alta produccion. Sin embargo, la extension de este periodo y el nadir (momento
donde se alcanza el maximo BEN) son variables y son determinantes para la
recuperacion del animal (Ninabanda, 2018). En casos donde el consumo disminuye
excesivamente, ya sea por factores ambientales, nutricionales o de manejo, se altera
fuertemente la respuesta inmunitaria del animal, profundizandose la aparicioén de
las patologias recurrentes en esta etapa (Baeck, 2012).

Por esta razon, es necesario realizar un manejo adecuado a las necesidades
fisiologicas de los animales. Uno de los principales focos para minimizar el estrés
durante el periodo de transicidon es el manejo nutricional, buscando maximizar el
consumo de energia y reducir la movilizacion del tejido adiposo (Grummer, 1995).

En un manejo ideal, las vacas lecheras son secadas a los 7 meses de
gestacion y al inicio de este periodo son alimentadas con una dieta con mayor
proporcion de forraje (dieta de menor densidad energética) y fibra detergente neutro
(FDN; Goff & Horst, 1997). En este momento, existen cambios en la flora ruminal
(predominantemente de amilolitica a celulolitica), produccion de AGV (mayor
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produccion de acetato), menor superficie de las papilas ruminales y, como
consecuencia, menor area de absorcion (Sepulveda & Wittwer, 2017). Luego del
parto las demandas de la glandula mamaria serdn muy altas y el consumo sera
menor; por lo tanto, la dieta debera tener una alta densidad energética, lo que
estimulard el consumo de materia seca y mejorara la performance posparto
(Grummer, 1995). Sin embargo, es necesario que el animal logre adaptarse a la
misma. Por este motivo es indispensable un periodo de adaptacion para la
introduccion de concentrados a la dieta al menos 3 semanas previas al parto, para
lograr la estabilizacion del pH ruminal (Dirksen et al., 1985) y la adaptacion de la
microflora ruminal a dietas con mayor contenido de almidon.

Durante la lactancia temprana la sintesis de lactosa por la glandula mamaria
se ve limitada por una baja absorcion directa de glucosa, lo que también condiciona
al mismo animal, ya que este monosacarido es la principal fuente de energia para
sus funciones (Saha & Pathak, 2021). La gluconeogénesis es un proceso
fundamental para apoyar la homeostasis de glucosa; el suministro de precursores
glucogénicos y la dindmica del glucogeno hepatico suelen ser suficientes para
cubrir las necesidades de produccion de glucosa hepéatica en condiciones normales
(Aschenbach et al., 2010). Sin embargo, durante la transicion, la deficiencia es
inevitable y las vacas se ven obligadas a movilizar sustratos glucogénicos
endogenos y a aumentar la expresion hepatica de la enzima piruvato carboxilasa,
quien proporciona oxalacetato para la gluconeogénesis (Caceres, 2019). Aun asi,
existen estrategias de manejo que buscan hacerle frente a la alta demanda, como
puede ser 1): una dieta con alta proporcidon de concentrados que lograra aumentar el
suministro de precursores glucogénicos (principalmente propionato) exdgenos a
través de un aumento en la fermentacion ruminal producto de una mayor oferta de
almidon. i1): modulacion de la fermentacion ruminal hacia una mayor produccion
de propionato, logrado, por ejemplo, con la inclusion de aditivos ionoforos
(Aschenbach et al., 2010).

La presion metabolica dada por los altos niveles de produccion potenciales
y su desfasaje con la capacidad de consumo desafian al sistema lechero por el
aumento de la incidencia de enfermedades (Meikle et al., 2013). La magnitud de
los cambios que sufre el animal durante este periodo juega un rol fundamental en
determinar el estrés que experimente, y con esto, la capacidad de producir leche,
evitar enfermedades metabdlicas y asegurar la siguiente prefiez (Grummer, 1995).

2.3. Fermentacion Ruminal

Los rumiantes tienen la ventaja ecoldgica de tener una simbiosis con su
microbiota ruminal que les permite convertir la biomasa vegetal en proteina celular
microbiana y acidos grasos volatiles. Las adaptaciones anatomicas de su sistema
digestivo permiten que ocurra una fermentacion microbiana de los alimentos previa
a la actividad digestiva gastrica e intestinal (Niwiska, 2012). Por este motivo tienen
la capacidad de explotar fuentes de alimentos fibrosos que contienen celulosa, el
carbohidrato mas abundante del mundo, y otros componentes. Esta especializacion
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respecto a la estrategia nutricional es el resultado de la adaptacion evolutiva en
respuesta a un conjunto particular de circunstancias ecoldgicas (Van Soest, 1994).

Louis Pasteur defini6 la fermentacion como “la vida sin aire” (Behera et al.,
2019), refiriéndose al metabolismo anaerdbico que realizan los microorganismos
con el fin de obtener energia para cubrir sus requerimientos. A efectos practicos,
los carbohidratos son los Uinicos nutrientes que se pueden fermentar para producir
cantidades significativas de adenosin trifosfato (ATP), la principal fuente de energia
de los sistemas bioldgicos (Webster, 2020). La fermentacion puede definirse como
una oxidacion incompleta donde los aceptores finales de electrones son compuestos
de carbono formados en el propio proceso (Naas & Pope, 2020).

2.3.1. Ambiente Ruminal

La adaptacion evolutiva de los rumiantes permite el desarrollo de una
microbiota ruminal que es capaz de suministrar energia y proteina de alta calidad.
Los rumiantes se encargan de suministrar nutrientes al rumen en forma continua,
manteniendo niveles de 10 a 18% de materia seca, que son utilizados por los
microorganismos que lograron adaptarse a las caracteristicas fisicas del ambiente
ruminal. Estas caracteristicas son: pH entre cercano a neutro, dadas las constantes
secreciones salivales que, por efecto del bicarbonato y fosfato, generan un efecto
buffer sobre la acidez producida por la fermentacion; potencial de 6xido —reduccion
entre -350 y -450 mV que determina condiciones de reduccion y por lo tanto de
anaerobiosis; presion osmotica entre 250 y 350 mOsmol/kg que determina que el
flujo neto de agua que entra y sale del rumen sea proximo a cero (Mackie et al.,
2001; Yokoyama & Johnson, 1988) como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1
Resumen de las caracteristicas fisicas y quimicas del ecosistema ruminal
Caracteristica Propiedad Fuente
Fisicas (Mackie et al.,
pH 5,5 a2 6,9 (media: 6,4) 2001)
Potencial redox  -350 a -400 mV
Temperatura 38 a4l °C
Presion osmética 250 a 350 mOsmol/kg
Materia seca 10 a 18%
Quimicas
Fase gaseosa (%) COa, 65; CHy, 27; Na, 7; 02, 0,6; Ha, 0.2 gl;’ll;:oyrfmllgfg)
AGYV totales 90 a 151 mmol/l (media: 121 mmol/I)
AGV (%) Acetato 42 - 69 (Bargo et al.,
Propionato 19 - 25 2003)
Butirato 10 - 14
N-amoniacal 87 a 322 mg/l (media: 183 mg/l) g]?)?)gg)o ctal,

Nota. Los valores entre paréntesis indican la media. Los valores de AGV totales y
N-amoniacal corresponden a vacas lecheras en pastoreo con suplementacion (1,1 a
10 kgMS/d).
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2.3.2. Microbiota Ruminal

Las caracteristicas del ambiente ruminal confieren un habitat ideal para la
sobrevivencia y crecimiento de diversos microorganismos. La poblacion
microbiana del rumen incluye miembros que pertenecen a los tres Dominios:
Eubacteria (bacterias), Archaea (metandgenos) y Eukarya (protozoarios y hongos)
(Nagaraja, 2016). Esta notable diversidad define dos propiedades ecologicas de la
comunidad microbiana del rumen: la redundancia (superposicion de funciones entre
multiples especies) y la resiliencia (resistencia a las perturbaciones y capacidad para
recuperarse de ellas). Estas propiedades proporcionan una gran estabilidad que
mantiene la funcidn digestiva en diversas condiciones de alimentacidon y manejo y
a su vez generan una limitante para mejorar la funcion ruminal (Weimer, 2015).

El nimero de bacterias que viven en el rumen oscila entre 107 y 10!
células/mL de contenido ruminal (Huws et al., 2020) y varia segun la digestibilidad
del alimento, ya que con dietas basadas en granos la poblacion es entre 10 a 100
veces mayor que con dietas basadas en forraje (Nagaraja, 2016). El tipo de
substratos que atacan, y por ende los distintos productos finales de fermentacion, es
una de las maneras mas difundidas de clasificacion, reconociéndose hasta 8 grupos:
bacterias celuloliticas, amiloliticas, hemiceluloliticas y pectinoliticas, proteoliticas,
entre otras (Yokoyama & Johnson, 1988). Sin embargo, existen muchas formas de
clasificarlas, pudiendo diferenciarlas también por su estructura: grampositiva (20-
30% del total) y gramnegativa (80-90% del total), forma, tamafio, distribucion:
libres (30% del total) o adheridas (70% del total), metabolismo (anaerobias o
facultativas) y, mas recientemente, mediante analisis genéticos (Nagaraja, 2016).

Los protozoarios del rumen son el segundo grupo de microorganismos (por
masa) mas abundante en el rumen (Williams & Coleman, 1992). Son de un tamafio
mucho mayor al de las bacterias (52250 um vs. 0,3 a 50 pm; (Williams & Coleman,
1992; Yokoyama & Johnson, 1988) por lo que, a pesar de oscilar entre 10*y 10°
células/mL contenido ruminal (Huws et al., 2020), pueden llegar a conformar hasta
el 50% de la biomasa ruminal (Russell, 2002). Se diferencian de las bacterias por
tener una menor capacidad celulolitica y ser incapaces de sintetizar proteinas a
partir de NNP (Giuliodori et al., 2013).

Los protozoarios ruminales desarrollaron estrategias para sobrevivir en el
rumen debido a que tienen un lento tiempo de generacion (entre 5 a 16 horas
aproximadamente) y una alta tasa de flujo (2x10'! cel./dia aproximadamente). Por
ejemplo, se adhieren a las particulas de alimento y a la pared ruminal para evitar la
salida del rumen (Huws et al., 2020).

Los protozoarios son anaerobios estrictos y muy sensibles a los cambios de
la dieta, aumentando al incluir dietas ricas en aztcares y almidoén de alta
digestibilidad (Contreras & Noro, 2010). Sin embargo, son incapaces de sobrevivir
en un medio muy acido, por lo que con dietas altamente concentradas no estan
presentes en el rumen (Saha & Pathak, 2021). Se pueden clasificar en ciliados y
flagelados, pero estos ultimos son los de menor tamafio, nimero e importancia, ya
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que realizan una contribucidn insignificante en la fermentacion ruminal (Nagaraja,
2016). Por lo tanto, los protozoarios ciliados son los mas abundantes y de mayor
importancia, siendo los holotricos (orden: Vestibuliderida) y entodiniomorfos
(orden: Entodiniomorphida) los méas comunes (Williams & Coleman, 1992).
Ambos utilizan su cilia para su locomocion y para llevar alimento, bacterias y
protozoarios mas pequeios a su boca; sin embargo, se diferencian en la distribucion
de estas, siendo que los primeros tienen cilias en todo su cuerpo, mientras que los

ultimos sdlo en regiones puntuales, como cilias orales y algunos en el dorso
(Russell, 2002).

Los protozoarios favorecen al rumiante aumentando el valor bioldgico de la
proteina (Giuliodori et al., 2013) porque son capaces de sintetizar aminoacidos,
pero esta sintesis no es suficiente para cubrir sus requerimientos. Por este motivo,
necesitan de la digestion de bacterias, hongos, proteinas vegetales y aminoacidos
libres ingeridos por el animal (Leguizamon & Carrefio, 2013). En animales
alimentados con dietas bajas en proteina, la eliminacion de los protozoarios
(defaunacion) puede aumentar el suministro de esta; al incrementar la sintesis de
proteina microbiana por un mayor nimero de bacterias y una menor degradacion,
aumenta el flujo proteico hacia el intestino (Nagaraja, 2016) y disminuye la
concentracion ruminal de amoniaco (Giuliodori et al., 2013). Sin embargo, tienen
un rol beneficioso en dietas basadas en granos, ya que envuelven al almidon
disminuyendo la tasa de fermentacion, ademas de controlar el nimero de bacterias,
logrando asi regular el pH y proteger al animal de la ocurrencia de acidosis (Russell,
2002), lo que resulta en una fermentacion mas estable.

En respuesta a la alimentacion, la poblacion de entodiniomorfos disminuye
en mas de un 50% en las 6 horas posteriores a la alimentacion, tras lo cual la
poblacion vuelve a aumentar en 24 horas hasta alcanzar los niveles anteriores a la
alimentacion. Se cree que esto se debe a una mayor cantidad de saliva y agua que
entra en el rumen y diluye los microorganismos; ademads, podria deberse al pasaje
de fluido ruminal con protozoarios al omaso. El incremento de la poblacion antes y
durante la alimentacion podria ser por una division de los protozoarios y por una
redistribuciéon de los protozoarios en el rumen debido a las contracciones del
reticulo-rumen asociadas a la rutina de alimentacion (Williams & Coleman, 1992).

Los protozoarios son responsables de las etapas iniciales de la colonizacion
y digestion de la fibra. Por esta razon, la defaunacion se ha asociado a
disminuciones de la degradacion de la materia orgdnica (Newbold et al., 2015). En
estos casos, aunque la defaunacion incremente la eficiencia de la sintesis de proteina
microbiana, la sintesis de proteina microbiana no necesariamente se incrementa
(Jouany et al., 1988).

Otro resultado de la defaunacion es el aumento del flujo de proteina
microbiana al duodeno por menor depredacion de bacterias que da lugar a mayor
biomasa bacteriana (Huws et al., 2020). Debido a su relacién simbidtica con los
metandgenos, le defaunacion podria reducir la produccion de metano debido a que
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los metandgenos asociados a protozoarios son responsables de hasta el 37% del
metano entérico (Finlay et al., 1994).

Los hongos ruminales fueron descubiertos en 1975, anteriormente se creia
que sus estructuras pertenecian a protozoarios flagelados. Se pueden diferenciar en
levaduras y hongos propiamente dicho, siendo los primeros organismos
unicelulares y los segundos multicelulares. Se ha estimado que representan hasta el
10% de la biomasa microbiana (Nagaraja, 2016). Los hongos digieren celulosa y
otras fibras y ademas, gracias a que su micelio penetra en las particulas de alimento,
rompen la fibra generando una mayor area de contacto para la digestion (Russell,
2002). Funcionalmente se pueden clasificar en anaerobios facultativos o aerobios
(levaduras y algunos hongos), quienes no contribuyen en la fermentacioén ruminal,
y anaerobios obligados, quienes si tienen un rol importante en dicho proceso. Se
han realizado experimentos donde se han eliminado o reducido los hongos
ruminales, comprobando su importancia en la digestion y fermentacion de
carbohidratos (Nagaraja, 2016).

2.3.3. Metabolismo de los Carbohidratos: Producciéon de Acidos Grasos Volitiles

El catabolismo de los carbohidratos en el rumen puede dividirse en dos
etapas. La primera consiste en su digestion por enzimas microbianas extracelulares
que dan lugar a glicidos simples (McDonald et al., 2022). Estas enzimas son
capaces de romper los enlaces B1-4 entre los diversos glucidos que componen la
celulosa (en su mayoria hexosas, como la glucosa) y la hemicelulosa (en su mayoria
pentosas, como la xilosa y la arabinosa). Esta es una de las principales ventajas de
la fermentacion microbiana ruminal debido a que los mamiferos no tienen enzimas
propias que puedan romper dichos enlaces (Goff, 2015). Los glucidos simples
producidos en la primera etapa son inmediatamente absorbidos y metabolizados
intracelularmente por los microorganismos para obtener energia, dando lugar a la
segunda etapa. El intermediario clave entre las dos etapas es el piruvato (McDonald
et al., 2022). Debido a que el ambiente ruminal es altamente anaerdbico, no puede
utilizarse al oxigeno como aceptor final de electrones para la regeneracion de los
cofactores reducidos. En su lugar se utiliza al piruvato (Klein, 2014). Por esta razon,
los productos finales de la fermentacion de los carbohidratos son los AGV y gases:
principalmente metano (CH4) y dioxido de carbono (CO2) (Naas & Pope, 2020).

Los AGV proporcionan entre el 70 al 80% de las necesidades energéticas
de los rumiantes (Fahey & Berger, 1988). Los principales son el acido acético, el
acido propionico y el acido butirico; todos ellos son con frecuencia denominados
como sus iones disociados: acetato (C2), propionato (C3) y butirato (C4),
respectivamente. Otros AGV presentes en menor cantidad, pero de importancia
metabolica, son el acido valérico, el 4cido isovalérico, el &cido isobutirico y el acido
2-metilbutirico (Klein, 2014).

La formacion de metano en el rumen es un proceso esencial para mantener
el pH ruminal porque permite la liberacion de iones de hidrogeno excedentes hacia
el ambiente externo a través de la eructacion (Membrive, 2016). Sin embargo, es
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un fenomeno indeseable debido a la pérdida de energia. Se estima que se pierde
entre el 2-12% de la energia bruta consumida por la sintesis de metano segun el
nivel de consumo, la digestibilidad de la dieta y el tipo de dieta. La pérdida de
energia en forma de metano con dietas forrajeras y mixtas es en torno al 6,5%
(Johnson et al., 1993). Los metanogenos utilizan el hidrogeno y el CO> que se
encuentran en el rumen en la produccién de metano (Ozturk & Gur, 2021). La
produccion de acetato genera un exceso adicional de dos protones; la produccion

de propionato requiere cuatro protones y la produccion de butirato es neutra
(Webster, 2020).

Los rumiantes absorben los AGV principalmente a través de la pared del
rumen (Niwiska, 2012). El acetato llega al higado, pero la mayor parte escapa de la
oxidacién y pasa a la circulacion periférica (Fahey & Berger, 1988) y es utilizado
por una gran variedad de tejidos como fuente de energia. La mayor parte del
propionato es transportado al higado donde se convierte en glucosa por la
neoglucogénesis. El butirato es convertido a betahidroxibutirato durante su
absorcion por la pared del rumen; este compuesto también puede ser utilizado como
fuente de energia por los tejidos (McDonald et al., 2022).

La concentracion total de AGV varia mucho en funcién de la dieta del
animal y del tiempo transcurrido desde la comida anterior, pero normalmente oscila
entre 70-150 mmol/l. Los forrajes fibrosos maduros dan lugar a mezclas de AGV
que contienen una elevada proporcion (entre el 65 y el 70%) de acido acético. La
adicion de concentrados a un forraje aumenta la proporcion de propidnico a
expensas del acético, siendo este efecto particularmente fuerte con dietas que
contienen una alta proporcion (60%) de concentrados (McDonald et al., 2022).

La produccion ruminal de AGV esta estrechamente relacionada con el pH
ruminal, que es un importante regulador del rendimiento microbiano. El propionato
se utiliza con mayor eficiencia que el acetato y el butirato. Las proporciones en las
que se producen los AGV en el rumen se ven afectadas por la composicion fisica y
quimica de las dietas. Una mayor relacion C2:C3, refleja mayor pérdida de energia
en forma de metano y menor eficiencia en la utilizacion de la energia de los AGV.
Los factores que afectan a la relacion molar de los AGV incluyen el nivel de forraje,
el tamafio de las particulas y la proporcion de carbohidratos rapidamente
fermentables. Aumentar el nivel de forraje incrementa el acetato. Alternativamente,
el aumento de concentrados en las raciones aumenta la proporcion de propionato
(Plascencia & Zinn, 2014).

2.3.4. Metabolismo del Nitrégeno: Produccion de Amoniaco

El objetivo de produccion de un sistema lechero define los requerimientos
de nutrientes de los animales. Si ocurren deficiencias en el suministro de nutrientes
no se podran alcanzar los objetivos propuestos, mientras que el exceso de nutrientes
implica desbalances y por lo tanto ineficiencias, aumento de los costos de
alimentacion y mayor contaminacion ambiental (Hristov & Jouany, 2005). Los
rumiantes tienen la capacidad de sintetizar proteina microbiana a partir del
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nitrogeno disponible en el rumen. Sin embargo, son ineficientes en cuanto a la
utilizacion del nitrégeno de la dieta. Tamminga (1992) estim6 que el 50% del
nitrogeno de la dieta se pierde en la orina, y de esa cantidad el 30% proviene de
pérdidas de nitrogeno en el rumen. Por esta razon mejorar la eficiencia del uso del
nitrogeno en el rumen es un objetivo principal en la nutricion de los rumiantes que
implica beneficios productivos y ambientales (Benchaar et al., 2009). El nitrégeno
presente en la dieta de los rumiantes se encuentra en forma de proteina verdadera y
en forma de nitrogeno no proteico (NNP). En el rumen, una fraccion de la proteina
es degradada por los microorganismos (proteina degradable en el rumen; PDR)
mientras que otra escapa a la degradacion (proteina no degradable en el rumen;
PNDR) (McDonald et al., 2022) (figura 2).

El metabolismo del nitrogeno en el rumen se puede dividir en dos eventos
importantes: degradacioén proteica y sintesis de proteina microbiana (Bach et al.,
2005). La PDR es atacada por proteasas microbianas extracelulares que originan
péptidos que son absorbidos por los microorganismos. La peptidolisis intracelular
da lugar a aminoacidos que se pueden utilizar para la sintesis de proteina microbiana
o pueden ser desaminados para obtener energia. Sin embargo, algunas especies de
microorganismos no son capaces de utilizar aminoacidos preformados y dependen
de la desaminacion para la sintesis de la proteina. La desaminacion de los
aminodcidos libera amoniaco y un esqueleto carbonado que puede incorporarse a la
ruta de los AGV (Klein, 2014) (figura 2).

El amoniaco es la fuente de nitrégeno preferida para el crecimiento de
muchas bacterias y arqueas. Entre el 50 al 70% del nitrogeno bacteriano puede
proceder del amoniaco (Mackie & White, 1990). Las bacterias del rumen tienen la
capacidad de sintetizar todos los aminoacidos que componen su protoplasma al
combinar el amoniaco con esqueletos carbonados liberados de la fermentacion de

los carbohidratos de la dieta (Goff, 2015).
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Figura 2
Metabolismo del Nitrogeno en los Rumiantes
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Nota. Esquema simplificado del metabolismo del nitrogeno en los rumiantes.
Abreviaturas: nitrdgeno no proteico, NNP; proteina degradable en el rumen,
PDR; proteina no degradable en el rumen, PNDR; aminoécidos, AA;
amoniaco, NHz3; 4cidos grasos volatiles, AGV. Adaptado de McDonald et al.
(2022) y Klein (2014).

Parte de la proteina microbiana se descompone en el rumen y su nitrégeno
se recicla (es decir, es absorbido por los microorganismos). Cuando los organismos
pasan al abomaso y al intestino delgado, sus proteinas celulares son digeridas y
absorbidas (McDonald et al., 2022). La proteina microbiana se considera de muy
alta calidad para las vacas lecheras porque tiene una alta digestibilidad (Schwab &
Broderick, 2017) y su perfil de aminoacidos es similar al del musculo y leche de las
vacas, lo que permite una eficiente conversion en carne y leche (Goff, 2015).

La concentracion de amoniaco en el rumen depende de varias entradas y
salidas (figura 2). Por un lado, proviene de la desaminacion de los aminoécidos y
del NNP de la dieta. Ademas, proviene de la degradacioén de la urea reciclada a
través de la pared ruminal y con la saliva; y del reciclaje de la proteina microbiana.
Las salidas se dan por asimilacion por los microbios, por absorcion a través de la
pared ruminal hacia el higado y al pasar hacia el omaso. Cambios en cualquiera de
estos factores alteran la concentracion de amoniaco en el rumen (Owens & Zinn,
1988).

Si la dieta es deficiente en proteina, o con alta proporcién de proteina
resistente a la degradacion, la concentracion de amoniaco sera baja (en torno a 50
mg/l) (McDonald et al., 2022). En esta situacion, el crecimiento microbiano sera
lento y se retrasard la fermentacion de los carbohidratos. Por el contrario, si la
proteina cruda en la dieta presenta una tasa de degradacion proteica mayor que la
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de sintesis, la concentracion de amoniaco tendera a aumentar. Cuando esto sucede,
el amoniaco, se transporta via porta al higado y es metabolizado, convirtiéndose en
urea o se incorpora a aminodcidos como la glutamina. Parte de esta urea puede
volver al rumen a través de la saliva, y también directamente a través de la pared
del rumen, pero la mayor parte se excreta en la orina y, por tanto, se desperdicia
(McDonald et al., 2022).

La optimizacion de la sintesis de proteina microbiana implica dos
conceptos. Por un lado, la cantidad de biomasa microbiana producida diariamente
en funcion de la disponibilidad de proteina o energia en el rumen (Mansfield et al.,
1994). Por otro lado, de la eficiencia de produccion de la proteina microbiana
medida como nitrogeno microbiano en funcidon de la materia organica fermentada
en el rumen. Para maximizar la eficiencia de produccién, el aporte de energia y
nitrogeno debe ser adecuado y deben estar disponibles en forma sincronica (Repetto
& Cajarville, 2009).

El concepto de sincronizacion de nutrientes se refiere al suministro de
proteina y energia de forma que estén disponibles simultaneamente en las
proporciones requeridas por los microorganismos ruminales. La dinamica de la
energia y del nitrdgeno en el rumen tiene una diferencia importante: mientras que
para el caso del nitrogeno puede existir un aporte al rumen por la urea recirculante
y los aminoéacidos movilizados de tejidos (figura 2) para la energia no existe una
fuente enddgena que garantice el suministro de energia al rumen. Por este motivo,
el objetivo de la sincronizacion es capitalizar la disponibilidad determinada de
carbohidratos en el rumen (Repetto & Cajarville, 2009).

Para que el amoniaco se incorpore eficazmente a la proteina microbiana,
deben cumplirse dos condiciones: en primer lugar, la concentracion inicial de
amoniaco debe ser inferior a la 6ptima; en segundo lugar, los microorganismos
deben disponer facilmente de una fuente de energia para la sintesis de proteinas
(McDonald et al., 2022).

La disponibilidad de amoniaco en el rumen en los sistemas pastoriles es
mayor al 6ptimo requerido por la microbiota ruminal. Bargo et al. (2003) reportaron
valores de amoniaco ruminal entre 87 a 322 mg/l (media: 183 mg/l) para vacas
lecheras en pastoreo con suplementacion (1,1 a 10 kgMS/d). El optimo para la
actividad celulitica es de 58 mg/l de amoniaco (Rearte, 1993). Por lo tanto, en los
sistemas pastoriles sobre pasturas templadas el factor limitante para una maxima
actividad bacteriana, lo constituye la energia disponible a nivel ruminal y no la
proteina (Rearte, 1994).

Un exceso de amoniaco en el rumen implica un gasto energético extra para
su metabolizacion a urea en el higado, una reduccion de la relacion proteina
verdadera/NNP en leche que no es deseado para los procesos industriales y un
aumento de la urea en orina que implica un impacto ambiental (Garcia, 1997,
Rearte, 1993).
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Las bacterias sacaroliticas y los protozoarios entodiniomofos son los
principales responsables de la protedlisis en el rumen. Estos microorganismos
tienen endoproteasas que promueven la degradacion de la proteina a dipéptidos y
aminoacidos. Los protozoarios entodiniomorfos se alimentan principalmente por
absorcion de particulas. Estos protozoarios utilizan el nitrogeno bacteriano al
digerir las bacterias ingeridas en una vacuola digestiva. En cambio, los protozoarios
holotricos, ademas de la ingestion de bacterias, absorben aminoacidos del medio
(Firkins & Mackie, 2020).

La desaminacion en el rumen es llevada a cabo principalmente por bacterias
sacroliticas y bacterias hiper-productoras de amoniaco o en inglés “hyper ammonia-
producing bacteria” (HAP) (Firkins & Mackie, 2020). Las bacterias HAP son
bacterias grampositivas y son sensibles a monensina (Eschenlauer et al., 2002).
Hasta la fecha, se han identificado alrededor de 14 especies bacterianas
grampositivas diferentes de HAP, pero la actividad de desaminacion mas alta se
atribuye a Clostridium sticklandii, Clostridium aminophilum y Prevotella
ruminicola (Szumacher-Strabel & Cielak, 2012).

2.3.5. Modulacion de la Fermentacion Ruminal

La manipulacion de la fermentacion ruminal tiene como objetivo mejorar la
eficiencia de utilizacion de los alimentos para aumentar la productividad y reducir
el impacto ambiental del proceso productivo. Basicamente, la manipulacion de la
fermentacion tiene como objetivo potenciar los procesos beneficiosos y minimizar
los procesos ineficientes o perjudiciales para el rumiante. Se debe tener en cuenta
que el caracter integrado del rumen determina que ante una intervencion en la
fermentacion se pueden provocar efectos positivos y otros negativos (Nagaraja
etal., 1997).

En la tabla 2 se presentan los posibles objetivos de la manipulacion de la
fermentacion ruminal y las ventajas asociadas mencionados por Newbold (2017).
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Tabla 2
Objetivos de la manipulacion de la fermentacion ruminal

Objetivo Ventajas
Incrementar la degradacion Mayor digestibilidad y mayor consumo de
de la fibra alimento
Disminuir la degradacion Mayor eficiencia de retencion del nitrogeno:
proteica y la produccion de menores pérdidas econdémicas y contaminacion
amoniaco en el rumen ambiental
Optimizar la produccion de Mayor disponibilidad de propionato para la de
AGV sintesis de glucosa
Mejorar la salud animal Menor incidencia de cetosis (mayor

produccion de glucosa) y acidosis (menor
produccion de acido lactico)
Disminuir la produccion de Menor impacto local (menor contaminacion de
GEI aire, tierra y agua) y global (reduccion de
emisiones de GEI)
Nota. Adaptado de Newbold (2017).

2.4. Aditivos Alimentarios

Los alimentos pueden definirse como cualquier componente que cumpla
alguna funcidn 1til en una racion, y una manera de clasificarlos es segin sus
caracteristicas nutricionales (Cancho etal., 2000). Los alimentos se pueden
clasificar en 8 categorias: forrajes y alimentos groseros, alimentos no cortados en
estado fresco, ensilados, alimentos energéticos, alimentos proteicos, suplementos
minerales, suplementos vitaminicos y aditivos (Harris & Utah, 1980). Los
antibidticos y los extractos de plantas se clasifican como aditivos.

Los antibioticos son productos de origen microbiano que tienen la capacidad
de controlar la multiplicacion de otros microrganismos (Saha & Pathak, 2021). A
su vez, pueden clasificarse como terapéuticos y/o profilacticos y como promotores
del crecimiento. Estos ultimos son sustancias naturales o sintéticas que se
administran con la dieta con el fin de mejorar la eficiencia productiva a través de la
manipulacion de la fermentacidn ruminal, actuan sobre la microflora y/o el
metabolismo (Cancho et al., 2000).

Los ion6foros son un grupo de antibidticos muy difundido y utilizados para
mejorar la eficiencia a través de la modificacion del metabolismo energético y
nitrogenado, asi como la reduccion de patologias como acidosis y meteorismo
(Castillejos & Bellaterra, 2005). Sin embargo, en los ultimos afios se ha prohibido
y/o discontinuado el uso de varios antibidticos promotores del crecimiento por tener
uso terapéutico, tanto humano como veterinario, y por ende correr el riesgo de
disminuir la eficacia de este por la generacion de resistencia (Cancho et al., 2000).
Por esta razon, y por la menor aceptacion social debido a la posible aparicion de
residuos y cepas resistentes, se han evaluado constantemente alternativos al uso de
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los mismos, como es el caso de los aceites esenciales, levaduras, probioticos y otros
aditivos derivados de plantas (Castillejos et al., 2006).

2.4.1. londforos

El uso de antibidticos ion6foros en la produccion animal surge como una
alternativa al control de coccidiosis (anti protozoario) en aves, conociéndose luego
su rol en la mejora de la eficiencia alimenticia como consecuencia de la modulacién
ruminal (Duffield & Bagg, 2000). Durante la década de 1970, los iondforos,
principalmente monensina, fueron intensivamente probados y estudiados,
difundiéndose su uso en rumiantes a partir de entonces. Basicamente, actian
alterando el transporte de iones a través de las membranas, lo que afecta
severamente a las bacterias, particularmente gram positivas, y genera una
modificacion en la poblacion ruminal que lleva a una mejora en la digestion del
alimento (Bretschneider, 2009).

La definiciéon de la dosis es un tema controversial y sobre cual se ha
estudiado mucho. En el meta-andlisis realizado por De Moura etal. (2021),
evaluando el efecto de ionoforos (Lasalocida y Monensina) sobre consumo,
produccion y composicion de leche y fermentacion ruminal, se encontrd que la
dosis fue la principal covariante impactando en el resultado sobre las primeras tres
variables, pero, sin embargo, no tuvo efecto en los parametros ruminales pH, N-
amoniacal, C2, C3, y C4. Por otro lado, en un trabajo donde 48 articulos con 52
estudios fueron meta-analizados (Rezaei Ahvanooei et al., 2023) se revelo la
inconsistencia en la respuesta a las diferentes dosis de monensina. Este aditivo es
incluido en la dieta de los rumiantes en forma de sal so6dica (Duffield & Bagg, 2000)
y, aunque De Moura et al. (2021) indiquen que la recomendacion de dosis para
vacas lecheras no estd completamente definida (a diferencia de la dosis para bovinos
de carne), segin World Health Organization (2018) la dosis méxima recomendada
para mejorar la eficiencia de la fermentacion ruminal es de 360 mg/animal/dia en
animales de engorde o 200 mg/animal/dia por cada 0.4 kg de suplemento en
animales en pastoreo.

A pesar de los efectos positivos de la monensina sobre la fermentacion
ruminal, su uso se ha visto disminuido por una menor aceptacion social a causa de
la posible aparicion de residuos y de cepas de bacterias resistentes a este antibidtico
(Calsamiglia et al., 2007). Los antibioticos fueron prohibidos, por el principio de
precaucion, por la Unién Europea como promotores del crecimiento desde el afo
2006 (Reglamento (CE) n° 1831/2003, 2003) y desde el afio 2022 también fue
prohibido su uso con fines profilacticos (Reglamento (UE) n°® 2019/4, 2019). Por lo
tanto, solo pueden ser utilizados para tratar una enfermedad diagnosticada. En
Uruguay estan prohibidos tnicamente como promotores del crecimiento desde el
afno 2011 (Decreto N.° 98/011, 2011).

Los ionoforos son antibidticos poliéter lipofilicos lo que significa que
pueden transportarse y acumularse en las membranas celulares (Russell &
Houlihan, 2003). La monensina, producida por la bacteria Streptomyces
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cinnamonensis, ubica en el interior de su molécula a un cation monovalente (sodio
0 potasio) y presenta un grupo carboxilo que tiene la capacidad de atraer un proton.
De esta manera actiia como antiportador, transportandose a través de la membrana
celular para mover estos iones en direcciones opuestas, cuyo sentido dependera del
gradiente de concentracion de iones. Solo puede moverse a través de la membrana
si esta unido a un ion metélico o a un proton (Russell, 2002).

Siguiendo el modelo planteado por Russell (2002), la concentracion de
potasio es mayor dentro de la célula, por lo que el gradiente conduce a un transporte
del mismo hacia el exterior, con la consecuente entrada de un proton. En el caso del
sodio el gradiente es menor y, por lo tanto, al igual que para la salida de H+, es
necesaria la actividad de ATPasa. En otras palabras, este mecanismo influenciado
por el gradiente de cationes y la afinidad cationica de los ion6foros, resulta en una
menor concentracion de K+ y pH intracelular, lo que obliga a la bacteria a utilizar
sistemas celulares de transporte para disipar los protones y sodio intracelular
(McGuffey et al., 2001). Es decir que, con el fin de mantener el pH celular y el
balance de iones, se requiere una reasignacion de los recursos donde se ve afectado
el crecimiento y reproduccion de las bacterias (World Health Organization, 2018).

Sin embargo, no todas las bacterias son sensibles a la monensina, dadas las
diferentes estructuras de la pared celular. Las Gram negativas poseen una
membrana celular formada por un complejo de capas, separadas por una capa rigida
de peptidoglucano que las hace mas resistentes (Pinos & Gonzalez, 2000), por lo
tanto, las Gram positivas son particularmente mas sensibles y, ademas, son aquellas
productoras de C2, C4 e hidrégeno (Russell & Houlihan, 2003). En consecuencia,
hay una mejora en la eficiencia de la digestion, ya que la produccion de C3 es mas
eficiente energéticamente por la menor pérdida energética, en forma de CH4 y COo,
asociada a la produccion de C2 y C4 (Castillejos & Bellaterra, 2005).

Los iondforos son eficientes disminuyendo la produccion de metano
también por otra via, ya que segun Van Nevel y Demeyer (1977) citados por
Castillejos & Bellaterra (2005), inhiben a aquellas bacterias productoras de Hy y
CO»; en otras palabras, disminuye el sustrato para bacterias metanogénicas y por
ende la sintesis y acumulacion de CHa.

2.4.2. Efecto de la Monensina sobre los Parametros Ruminales y la Poblacion de
Protozoarios

A continuacion, se presenta un resumen de los trabajos consultados que han
evaluado el efecto del uso de monensina sobre pardmetros ruminales y protozoarios
(tabla 3). 12 de los 15 trabajos consultados, corresponden a estudios in vivo,
evaluando vacas en transicidon, lactancia temprana o media, en sistemas
estabulados; del resto, 2 estudiaron bovinos de carne y 1 ovinos.
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Tabla 3
Resumen de la respuesta de los distintos parametros ruminales y poblacion de
protozoarios al uso de monensina

Detalles del experimento Fermentacion ruminal

Referencia 4 limal __ Dosis pH NH; AGV C2 C3 C4 7
Do Prado 16 mg/ kg _ - - =

et al. (2015) L MS - T ond
Erasmus et al. 10 mg/ kg _ _ _ _
(2005) L MS B nd g nd
Benchaar L 16 mg/ _ & = = = = =
et al. (20006) kgMS

Green et al. 335 _ _ - _

(1999) L me/a/d - T 7 v nd
Drong et al. 335 _ - - - -
(2016) L me/a/d B Ty
Schéren et al. 335 _ _ - = S —
(2017) . mg/a/d - !

Mezzetti et al. 335 _ -
(2019) L me/a/d - b= = nd
Mathew et al. L 317 _ - - - -
(2011) mg/a/d

SantOS et al- Oa 127 247 48 — — —

(2019) L mg/kg MS T
Granzin y

Dryden L 1;0’/2 /(()10 nd = ¢ T = nd
(1999) 8

Silva et al. 240 _ o _ _
(2021) - mg/a/d vros s T nd
Prange et al. 276

(1978) L mg/a/d d nd ¢ 1™ ¢ nd
Dinius et al. 0,11,22,33 _ - =
(1976) € mg/keMS vor
Stahringer _

ctal. (2012) C 200mg/a/d nd nd nd | 1 = nd
Newbold et al. 33 mg/ kg _ _ _ _
(1993) © MS T v

Nota. =, no significativo; 1, aumento; |, reduccion. Abreviaturas: L, bovinos de
leche; O, ovinos; C, bovinos de carne; NHs, nitrogeno amoniacal; AGV, acidos
grasos volatiles; C2, acetato C3, propionato; C4, butirato; Ptz, protozoarios; nd,
no determinado en el experimento; a, animal.
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2.4.2.1. Efecto de 1a Monensina sobre el pH Ruminal. El pH ruminal es
una variable del ambiente ruminal importante dado que influye sobre la dindmica
de las poblaciones de las bacterias ruminales. Por lo tanto, es importante conocer el
impacto potencial que se podria generar por la utilizacion de aditivos alimentarios.
En este sentido, la mayoria de los experimentos analizados reportan valores de pH
ruminal. Uno de los efectos del uso de ionoforos, es la inhibicion de la
multiplicacion de las bacterias gram positivas productoras de acido lactico (Dennis
et al., 1981). Consecuentemente se podria esperar la menor produccién de acido
lactico, ayudando asi a mantener un pH 6ptimo en rumen (Nagaraja et al., 1985).
Sin embargo, en la mayoria de los estudios consultados, todos con vacas Holando
bajo estabulacion, no existieron diferencias significativas en el pH ruminal al
utilizar monensina como aditivo alimentario (Benchaar et al., 2006; Drong et al.,
2016; Mathew et al., 2011; Mezzetti et al., 2019; Santos et al., 2019; Schéren et al.,
2017). Incluso, Silva et al. (2021) reportaron una disminucién del pH ruminal como
resultado del uso de monensina.

2.4.2.2. Efecto de la Monensina sobre los AGV. Los aditivos alimentarios
generan cambios en las poblaciones microbianas que determinan variaciones en los
productos finales de la fermentacion ruminal. En el caso de los AGV, se puede dar
un efecto sobre la concentracion total o se pueden generar cambios en las
proporciones molares de los AGV.

En respuesta al uso de monensina, el incremento en la produccién de
propiodnico es consistente en la mayoria de la bibliografia consultada (Dinius et al.,
1976; Prange et al., 1978; Stahringer et al., 2012). Este efecto se traduce en un
incremento en la energia obtenida a partir de una misma unidad de alimento (Oliver,
1975). En el caso del acético, se repite la consistencia en los resultados para los
mismos autores, aunque el efecto de la monensina es disminuir su produccién. Por
lo tanto, hay una menor relacion acético:propionico. Para el acido butirico, tanto
Stahringer et al. (2012) como Dinius et al. (1976), no encontraron diferencias
significativas en su produccion en respuesta al agregado de monensina en la dieta;
sin embargo, Prange et al. (1978) reportan una disminucion con el agregado de 33
ppm de monensina en el total de la dieta.
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2.4.2.3. Efecto de la Monensina sobre la Concentracion de N-
amoniacal. Los cambios generados en la microbiota del rumen por los aditivos
alimentarios modifican el metabolismo de las proteinas en el rumen. En general, los
resultados demuestran que no existen efectos del uso de monensina sobre la
concentracion de N-amoniacal en vacas Holando en sistemas estabulados (Do
Prado et al., 2015; Erasmus et al., 2005; Green et al., 1999; Mezzetti et al., 2019).
Sin embargo, Benchaar et al. (2006) en un estudio con vacas Holando lactando
canuladas, también en sistema de estabulacion, reportaron que la concentracion de
N-amoniacal disminuye al utilizar una dosis de 300 mg/d de monensina; a través de
su revision bibliografica, atribuyen este efecto a la reduccion, generada por la
monensina, sobre la poblacion de bacterias productoras de amoniaco. Por otro lado,
Silva et al. (2021) encontraron un aumento en la produccion de N-amoniacal que,
sugieren, estaria dado por un menor consumo sin efecto en la digestibilidad de la
proteina.

2.4.2.4. Efecto de la Monensina sobre la Poblacion de Protozoarios
Ruminales. Las poblaciones de protozoarios estan involucradas en la digestion de
la fibra y proporcionan a los metandgenos sustratos para llevar a cabo la
metanogénesis. Se ha demostrado que la defaunacion reduce las emisiones de
metano entre un 9 — 37%. Por lo tanto, seria interesante lograr una reduccion de los
protozoarios ruminales, en especial aquellos actores clave que contribuyen a la
metanogénesis como son los holotricos (Belanche et al., 2014). La eliminacion de
este subgrupo de protozoarios, sin afectar a protozoarios involucrados en la
degradacion de las plantas, es un reto importante que supone un desafio tecnologico
(Huws et al., 2018).

A pesar de su importancia, en la mayoria de los trabajos que evaluan el
efecto de los ionodforos, se ignora el estudio de la poblacion de protozoarios. Sin
embargo, en aquellos donde se ha estudiado su comportamiento, no se reportan
diferencias significativas en la poblacion en respuesta al uso de monensina (tabla
3). Solo Newbold etal. (1993) reportaron una disminucién en el nimero de
protozoarios, evaluando el efecto de la monensina en ovejas canuladas.

Es probable que una de las razones sobre la inconsistencia de esta variable,
sea que los protozoarios tienen movilidad propia y por lo tanto es dificil calcular en
forma exacta la cantidad que hay presentes (Giuliodori et al., 2013).

2.4.2.5. Sintesis de Resultados y Limitantes de la Monensina. El uso de
monensina como aditivo alimentario en las dietas de rumiantes ha sido ampliamente
difundido. Su mecanismo de accioén fue objeto de muchos estudios y esta claro
como actua y el efecto tedrico que tiene su uso. Sin embargo, al momento de
consultar trabajos experimentales, se evidencian distintas respuestas frente a su uso,
lo que puede adjudicarse a varios factores.

En este contexto, De Moura et al. (2021) en su meta-analisis, concluyen que
el uso de monensina mejora la performance y la fermentacién ruminal en vacas
lecheras, independientemente del sistema de alimentacion (TMR o dieta basada en
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pasturas). Sin embargo, reportan que su efecto es dependiente de la dosis y la etapa
de lactancia. Duffield et al. (2008), a diferencia del trabajo citado anteriormente,
concluyen que la dieta influye en el efecto de la monensina, siendo los animales
que reciben dietas basadas en pasturas los que mas aumentan su produccion en
respuesta al agregado de este aditivo, en comparacion con aquellos consumiendo
TMR. Ademas de esto y la dosis y etapa de lactancia, incluyen a la duracion del
tratamiento, método de inclusion de la monensina (cépsula, top-dress, nucelo) y
raza, como factores que podrian influir en la respuesta. Otros autores, también
atribuyen la inconsistencia de los resultados a la condicion corporal y potencial
genético (Rezaei Ahvanooei et al., 2023).

2.4.3. Extractos de Plantas

Las plantas poseen la caracteristica particular de presentar un metabolismo
secundario que les permite sintetizar compuestos diversos denominados
metabolitos secundarios. Se definen asi por no participar de los procesos
bioquimicos primarios que ocurren en las plantas como son el crecimiento,
desarrollo y reproduccion (Bodas et al., 2012). En estos procesos los compuestos
producidos son los metabolitos primarios como los carbohidratos, proteinas y
lipidos comunes a todos los seres vivos (Bernhoft, 2010).

Los metabolitos secundarios desempefian una variedad de funciones
ecoldgicas en las plantas como resultado de la evolucion (Valares Mesa, 2011). De
esta forma las plantas tienen la capacidad de supervivencia frente a amenazas
bioticas (bacterias, virus, insectos, malezas), abidticas (radiacién ultravioleta,
temperaturas extremas) y desastres naturales (inundaciones, tornados) (Lustre
Sanchez, 2022).

Desde mediados del siglo XX, la mejora continua en las técnicas analiticas
ha permitido la identificacion de mas de 200.000 metabolitos secundarios de plantas
(Bourgaud etal., 2001; Hartmann, 2007). Sin embargo, su presencia y
concentracion varian temporalmente y entre especies. Estas dos fuentes de
variacion se originan por la etapa fenologica de la planta al momento de su
extraccion, factores ambientales y diferencias genéticas entre los materiales
vegetales (Estell, 2010).

Los extractos de plantas contienen los compuestos bioactivos que son
aquellos metabolitos secundarios que poseen efectos farmacoldgicos o
toxicologicos en humanos y animales (Bernhoft, 2010). Se han utilizado como
nutracéuticos para proporcionar un beneficio para la salud ademas de la nutricion
basica (Zhao etal., 2015). Por esta razén, las compafias farmacéuticas y de
nutricion animal analizan rutinariamente los metabolitos secundarios para obtener
nuevos medicamentos o aditivos para raciones (Bodas et al., 2012).

Los principales grupos de metabolitos secundarios de las plantas son los
aceites esenciales, los compuestos fenolicos y las saponinas. A los efectos de la
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presente revision se presenta informacion de los primeros dos grupos por ser
compuestos presentes en el aditivo a ser evaluado.

2.4.3.1. Aceites Esenciales. Los aceites esenciales son liquidos con
apariencia oleosa compuestos por metabolitos secundarios de plantas con puntos de
ebullicion bajos que los vuelven volétiles. Se denominan “esenciales” por ser la
“esencia” de las plantas al definir su fragancia (Benchaar etal., 2009).
Quimicamente, son mezclas complejas formadas por alcoholes, ésteres o aldehidos
(Jouany & Morgavi, 2007) con uno o dos componentes principales (Benchaar et al.,
2009).

Estas sustancias consisten basicamente en dos clases de compuestos: los
terpenos y los fenilpropenos (Lee et al., 2004). Los terpenos son el grupo de
metabolitos secundarios de plantas mas numeroso y diverso, con alrededor de
15.000 compuestos conocidos. Presentan una gran variedad y complejidad quimica,
pero con un origen biosintético comun. Por lo tanto, no es sencillo generalizar sobre
sus propiedades quimicas salvo que en su mayoria son sustancias lipofilicas
(Gershenzon & Croteau, 1991). Los monoterpenos son un tipo de terpenos que
comprenden el 90% de los aceites esenciales. Ejemplos de monoterpenos son el
linalool, carvacrol y timol (Yanez-Ruiz & Belanche, 2020). Los fenilpropenos no
son los compuestos mas comunes pero algunas plantas los tienen en proporciones
significativas (Calsamiglia et al., 2007). Ejemplos de estos compuestos son el
cinamaldehido, eugenol, anetol (Yafiez-Ruiz & Belanche, 2020) y la piperina
(Seigler, 1998).

Es probable que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales sea
generada por diferentes mecanismos de accion. Esto se debe a la gran cantidad de
moléculas presentes en los aceites esenciales (Burt, 2004). Por lo tanto, existen
numerosas hipotesis que intentan explicar su actividad antimicrobiana. Una de ellas
se basa en la hidrofobicidad de estos compuestos que les permite interactuar con las
membranas de las bacterias, acumulandose en la bicapa lipidica. Esta interaccion
genera una mayor permeabilidad de la membrana que determina la fuga de iones.
En consecuencia, se genera una reduccion del gradiente de pH a través de la
membrana que causa una disminucion del gradiente eléctrico inhibiendo la sintesis
de ATP (Sikkema et al., 1994). Las bacterias utilizan una gran cantidad de energia
para contrarrestar estos efectos utilizando bombas de iones. De esta forma el
crecimiento bacteriano se enlentece y se produce un cambio en las proporciones de
las poblaciones bacterianas que se traduce en variaciones en los productos finales
de la fermentacion (Calsamiglia et al., 2007).

Las bacterias grampositivas suelen ser mas sensibles a los aceites esenciales
que las bacterias gramnegativas (Smith-Palmer et al., 1998). Esta sensibilidad
diferencial se explica por las diferencias estructurales entre los dos grupos
bacterianos. Aunque las bacterias grampositivas tienen una cubierta celular de
mayor grosor, las gramnegativas presentan una membrana externa que contiene
polisacaridos unidos a los fosfolipidos denominada capa de lipopolisacarido
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(Madigan et al., 2015). Esta capa genera una superficie hidrofilica alrededor de las
bacterias gramnegativas y por lo tanto actia como una barrera a la penetracion de
compuestos lipofilicos como son los aceites esenciales. Sin embargo, la membrana
externa no es completamente impermeable y algunas pequefias moléculas
hidrofobicas pueden atravesarla lentamente a través de porinas (Helander et al.,
1998).

La mayor parte de la investigacion de los efectos de los aceites esenciales
en la fermentacion se ha realizado en estudios in vitro por cuestiones practicas y
debido a la gran cantidad de compuestos disponibles para su estudio (Benchaar
et al., 2009). Sin embargo, la diversidad y complejidad del ecosistema ruminal es
una limitante para su simulacién en modelos in vitro. Por lo tanto, una vez que se
han identificado compuestos prometedores, la experimentacion debe llevarse a
pruebas in vivo (Benchaar et al., 2009). Generalmente, a nivel comercial se ofrecen
mezclas de aceites esenciales. Se ha sugerido que el uso de mezclas genera efectos
sinérgicos y por lo tanto es una mejor estrategia para modular la fermentacion que
el uso de compuestos puros (Hassan et al., 2020).

2.4.3.2. Compuestos Fendlicos. Los compuestos fenolicos se caracterizan
por presentar uno o mas grupos hidroxilo (-OH) unidos a un anillo aromatico (grupo
fenol). Comprenden un grupo con mas de 10.000 compuestos diferentes (Vina,
2013). Son producidos por bacterias, hongos y organismos marinos pero
principalmente se obtienen de plantas . Segin su estructura quimica se pueden
clasificar en fenoles simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, taninos,
estilbenos, lignanos, quinonas y curcuminoides (Ecevit et al., 2022).

Los curcuminoides son polifenoles presentes en los rizomas de la carcuma
(Curcuma spp.). Se ha estudiado por sus efectos antiinflamatorios, antimicrobianos
y antitumorales (Ecevit et al., 2022).

Los taninos son un grupo heterogéneo de polifenoles de alto peso molecular
(Fraga-Corral et al., 2021) con la capacidad de formar enlaces con proteinas y otras
macromoléculas como celulosa y almidon (Van Soest, 1994). La presencia de
taninos en la dieta de los rumiantes es muy comun, especialmente en sistemas
pastoriles. Muchas leguminosas como Lotus corniculatus, Lotus pedunculatus y
Vicia sativa contienen taninos, asi como la achicoria (Cichorium intybus) (Y afiez-
Ruiz & Belanche, 2020).

La reduccion de la degradacion ruminal de las proteinas es el efecto mas
significativo y conocido de los taninos. Los taninos tienen una gran afinidad por las
proteinas, y el pH neutro del rumen favorece la formacién de complejos tanino-
proteina. En general, esta reduccion de la degradacion proteica se asocia a una
menor produccién de nitrégeno amoniacal (Frutos et al., 2004). Se ha descrito que
los taninos tienen un efecto antimicrobiano sobre algunos microbios del rumen, al
alterar la permeabilidad de las membranas (Frutos et al., 2004). Sin embargo, este
efecto antimicrobiano depende en gran medida de la dosis y de la naturaleza del
tanino, asi como de la especie microbiana (Y anez-Ruiz & Belanche, 2020).
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2.4.4. Efecto de los Extractos de Plantas sobre los Parametros Ruminales y la
Poblacion de Protozoarios

En la tabla 4 se presenta un resumen de las publicaciones que describen el
efecto de los extractos de plantas en la fermentacion ruminal y en la poblacion de
protozoarios en estudios in vivo.

Tabla 4
Resumen de estudios in vivo que describen el efecto de los extractos de plantas en
la fermentacion ruminal y en la poblacion de protozoarios

Detalles del experimento Fermentacion ruminal

Referencia =3 ™1 sis* Tiempo pH  NH; AGV C2 C3 C4 7

Kholif et al. AE 3

(2021) L 27 vy 7 1T & nd

Benchaar L AE 50 B B B L B B

(2020) mg/kgMS - - T -

Elcoso

et al. L Al;: dl 8 = = = = ¢ = nd

(2019) &

Olijhoek AE 201-

et al. L 244 4 = = = = = ™  nd

(2019) mg/kgMS

Da Silva

etal. L MR8 md ond ond LA = =

(2020) gke

Ghizzi AE 500

et al. L me/keMS 6 = = = = = = nd

(2018) ke

Silva et al. AE 44

(2018) L' omgkems > = = = T = 7T nd

Soltan et al. AE 400

(2018) © mg/kgMS 2 v - T 7 v

Kholif et al. AE 2

(2018) O mld 12 = = T = 1 U nod

Canaes AE 0,02-

et al. Cp 0,24 2 = = = = = = nd

(2017) ml/kgPV

Kholif et al. AE 10 _ _ _

(2017) Cp o/ald 12 = = T = 1T ¢ nd

Klop et al. AE 0,17 _ _ _ _

(2017) L oggems 2 0= = = v T = nd

Matloup

et al. L illz/al/g 9 nd NY = = = = nd

(2017)

Blanch AE 200-

et al. L 400 4 = = = = = = nd

(2016) mg/a/d

Stoﬁelhs o AE 7 . i i i o i i
' g/a/d - - - - - -

(2016)



Ferreira de
Jesus et al.
(2016)
Khorrami
et al.
(2015)
Tomkins
et al.
(2015)

Flores et al.

(2013)

Lin et al.
(2013)
Tekippe
et al.
(2013)
Chaves
et al.
(2011)
Giannenas
et al.
(2011)
Tager y
Krause
(2011)

Yang et al.
(2010)

Chaves et
al. (2008a)
Chaves

et al.
(2008b)
Benchaar
et al.
(2007)
Cardozo
et al.
(2006)
Mohamme
d et al.
(2004)
Cieslak

et al.
(2012)
Dschaak
et al.
(2011)

AE 500
mg/kgPV

AE 0,5
g/a/d

AE 1-2
g/a/d

AE 200-
600
mg/a/d
AE 0,5-1
g/a/d

AE 525
mg/a/d

AE 100-
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mg/kgPV
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mg/kgMS

AE 0,5-10
g/a/d
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mg/kgMS
AE 0,2
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AE 2
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AE 2%
dieta MS
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gszflhaak [ TSLF22 R,
(201'1) g/KgMS

Aguerre

et al. L 15 4-18 = N} = = = = nd
(2016) g/KgMS

Nota. Abreviaturas: =, no significativo; 1, aumento; |, reduccion; nd, no
determinado en el experimento; L, bovinos de leche; O, ovinos; C, bovinos de
carne; Cp, caprinos; NH3, nitrégeno amoniacal; AGV, acidos grasos volatiles; C2,
acetato C3, propionato; C4, butirato; Ptz, protozoarios; a, animal. *Previo a la
dosis se indica el tipo de extracto: AE, aceites esenciales y TS, taninos; HF,
forraje alto; LF, forraje bajo. Los efectos sobre los AGV individuales refieren a
cambios en la proporcion molar de cada uno. El tiempo estd expresado en
semanas.

Para la elaboracion de la tabla 4 se utilizaron las revisiones realizadas por
Hassan et al. (2020), Kholif y Olafadehan (2021) y Yafiez-Ruiz y Belanche (2020).
Ademas, se agregaron experimentos no considerados por estos autores. En los
experimentos que se evaluaron mas de una dosis o tipo de compuesto se hizo una
seleccion a los efectos del resumen.

2.4.4.1. Efecto de los Extractos de Plantas sobre el pH Ruminal. En tres
experimentos de un total de 32, que reportaron valores de pH ruminal, se registraron
cambios atribuibles a la utilizacién de extractos de plantas (tabla 4). Por un lado,
Soltan et al. (2018) y Chaves et al. (2008b) reportaron una reducciéon del pH
ruminal. En ambos experimentos se registré un aumento de la concentracion de
AGYV que pudo haber determinado la reduccién del pH. Por otro lado, Kholif et al.
(2021) reportaron un aumento del pH ruminal. Los autores explican que este efecto
pudo deberse a alglin componente bioactivo de la mezcla utilizada.

Brevemente, la utilizacion de aceites esenciales no resulté en cambios en el
pH ruminal en la mayoria de los experimentos in vivo analizados. Evitar la
reduccion del pH ruminal al utilizar aditivos es muy importante para prevenir la
reduccion de la actividad de la flora celulolitica.
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2.4.4.2. Efecto de los Extractos de Plantas sobre los AGV. En la mayoria
de los estudios in vitro, la utilizaciéon de aceites esenciales ha causado una
disminucién o ningiin cambio en la concentracion de AGV. Castillejos et al. (2006)
concluyen que la mayoria de los compuestos de aceites esenciales evaluados
tuvieron una actividad antimicrobiana importante, modificando la fermentacion
microbiana del rumen, sin disminuir la concentracion total de AGV con dosis
apropiadas. Elevadas dosis in vitro generan una inhibicién general de la
fermentacion que determina una reduccion de los AGV totales (Busquet et al.,
2006). En seis experimentos in vivo de un total de 33 que reportaron valores de
produccion de AGV, se registraron cambios atribuibles a la utilizacion de extractos
de plantas (tabla 4). En los experimentos que se observd un aumento de la
produccion de AGV (Chaves et al., 2008b; Kholif et al., 2018, 2021; Soltan et al.,
2018) los autores sugieren que pudo haberse mejorado la fermentacion ruminal
logrando una mayor utilizacion de los nutrientes. Lin et al. (2013) reportan una
reduccion de la concentracion de AGV por el uso de altas dosis que determind una
disminucién de la digestibilidad ruminal como ocurrid6 en algunos de los
experimentos in vitro. En el experimento de Dschaak et al. (2011) la disminucion
de la concentracion de AGV se asocia a la disminucion del consumo de forraje
observada en el tratamiento con taninos (6%).

Varios estudios in vitro han demostrado que ciertos aceites esenciales
cambian las proporciones de los AGV, con una disminucion de acetato y un
aumento de propionato que se considera un resultado favorable (Benchaar et al.,
2008). En la mayoria de los experimentos in vivo (tabla 4), que se observaron
cambios en las proporciones de AGV, se dio una reduccion de acetato y un aumento
de propionato. Este efecto se puede explicar por la inhibicion de bacterias Gram-
positivas. Russel y Strobel (1989), como se cita en Castillejos et al. (2007),
indican que este grupo de bacterias estd involucrado en los procesos de
fermentacion que producen acetato, entre otros productos finales. Por otro lado,
las bacterias Gram-negativas (productoras de propionato) podrian ocupar el
nicho y de esta forma aumentar la produccion de propionato (Bodas et al., 2012).
Esta variacion en el perfil de AGV es beneficiosa debido a que el propionato es el
precursor que realiza el mayor aporte para la gluconeogénesis en el periodo de
transicion de las vacas lecheras (Reynolds et al., 2003).
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2.4.4.3. Efecto de los Extractos de Plantas sobre la Concentracion de N-
amoniacal. Los aceites esenciales suelen reducir el N-amoniacal en el rumen
mejorando la utilizacién de las proteinas de la dieta (Bodas et al., 2012). Existen
principalmente dos vias para lograr la reduccion del N-amoniacal en el rumen por
el uso de aceites esenciales. Por un lado, la accion inhibitoria sobre las bacterias
HAP determina una inhibicién de la desaminacion (Mclntosh et al., 2003) y por lo
tanto una menor concentraciéon de N-amoniacal (Busquet et al., 2005). Por otro
lado, la disminucion de la poblacién de protozoarios ruminales provocada por los
aceites esenciales (Torres et al., 2020) podria contribuir a reducir la concentracion
de N-amoniacal dado que estan activamente implicados en la degradacion de las
proteinas de los alimentos en el rumen (Jouany, 1996).

La reduccion del N-amoniacal por el uso de aceites esenciales no se ha
observado en forma convincente. Hristov etal. (2008) evaluaron 40 aceites
esenciales in vitro y solo uno provocd una reduccion de N-amoniacal
estadisticamente significativa (aceite esencial de alcaravea, “Carum carvi’’). Cabe
sefalar que los efectos de los aditivos sobre el metabolismo del nitrogeno son
menores y mas variables que los efectos observados sobre el metabolismo
energético (Busquet et al., 2005). Ademas, es posible que se requiera un largo
tiempo de adaptacion de las bacterias a los aceites esenciales para disminuir las
concentraciones de N-amoniacal (Bodas et al., 2012).

En base a los experimentos in vivo analizados (tabla 4), se registraron
efectos en la concentraciéon de N-amoniacal en 7 de los 33 experimentos que
reportaron valores de esta variable. A continuacion, se resumen los 7 experimentos
que registraron efectos significativos.

En el experimento de Lin et al. (2013) los tres tratamientos con aceites
esenciales generaron una reduccion sobre la concentracion de N-amoniacal
(p<0,01), con una media de 12,9 mg/dL de N-amoniacal, y una reduccion del 13%
respecto al control.

Cardozo et al. (2006) evaluaron el uso de aceites esenciales en vaquillonas
Holando. Uno de los tratamientos fue 2g/vaca/dia de aceite esencial de anis. Estos
autores reportaron una reduccion de la concentracion de N-amoniacal (p<0,05) de
un 21% en relacion con el tratamiento control. Los autores sugieren que los aceites
esenciales lograron inhibir la desaminacion de aminoacidos, aunque aclaran que
también podria deberse a la reduccion del recuento de protozoarios.

En el experimento llevado a cabo por Kholif et al. (2021) se registrdé una
reduccion de la concentracion de N-amoniacal (p<0,01) en los dos tratamientos con
aceites esenciales, con una media del 16% menor en relacion con el tratamiento
control.

Mohammed et al. (2004) evaluaron el uso de aceites esenciales en novillos
Holando. Los tratamientos fueron un control y suplementacion al 2% MS de la dieta
dos veces al dia con aceites esenciales (un complejo entre aceite de rabano picante
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y un oligosacarido llamado a-ciclodextrina). Al final de la cuarta semana se
tomaron muestras del liquido ruminal a las 2 y 5 horas posteriores a la alimentacion.
En promedio, la concentracion de N-amoniacal se redujo (p=0,05) una media de
14% en relacion con el tratamiento control.

Matloup et al. (2017) evaluaron el aceite de cilantro en vacas lecheras en
lactancia temprana. Este aceite contiene como compuesto principal el linalool. El
experimento constd de tres tratamientos: un control, suplementacion con
4g/vaca/dia de salinomicina (ionéforo) y suplementacion con 14 ml/vaca/dia de
aceite de cilantro. Se desarrolld durante 63 dias. En los dias 30 y 63 se tomaron
muestras del liquido ruminal a las 3 horas de suministrar el alimento de la mafana.
El tratamiento con iondforo no mostrd un efecto significativo en la concentracion
de N-amoniacal. En cambio, en el tratamiento con aceite de cilantro, la
concentracion de N-amoniacal en el rumen se redujo (p<0,001) un 31% (media) en
relacion con el tratamiento control.

La capacidad de los taninos de formar complejos con las proteinas, los
vuelven compuestos interesantes para reducir la degradacion proteica en el rumen.
Cieslak et al. (2012) evaluaron los efectos de la suplementacion con taninos en la
fermentacion ruminal de vacas lecheras en el cuarto mes de lactancia. Se utilizaron
cuatro vacas lecheras en su cuarto mes de lactancia. Los tratamientos fueron un
control y suplementacion con 140g de extractos que contenian el equivalente a 2 g
de taninos/kgMS (extraidos de la planta Vaccinium Vitis-Idaea). Se realizd un
disefio cruzado con periodos de 24 dias. El tratamiento con taninos determin6 una
reduccion en la concentracion de N-amoniacal (p<0,001) del 46% (media) en
relacion con el tratamiento control.

Aguerre et al. (2016) evaluaron un extracto de plantas compuesto por una
mezcla de taninos (Schinopsis balansae y Castanea dentata) en vacas lecheras. . El
experimento constd de cuatro tratamientos: un control, y tres tratamientos con
diferentes dosis de taninos. Se realiz6 un disefo cruzado con periodos de 21 dias.
Se detectaron diferencias significativas para la concentracion de N-amoniacal
(p<0,01). En promedio, en los tratamientos con taninos la concentracion de N-
amoniacal se redujo 14%. La reduccion en el tratamiento con mayor dosis de
taninos fue del 22%.

En los experimentos que se obtuvo diferencias significativas, la media de la
reduccién de la concentracion de N-amoniacal fue de 22%.
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2.4.4.4. Efecto de los Extractos de Plantas sobre la Poblacion de
Protozoarios Ruminales. Algunos extractos de plantas como los taninos y las
saponinas han sido extensamente estudiados por sus efectos inhibitorios sobre la
poblacion de protozoarios ruminales. Sin embargo, pocos estudios han estudiado el
efecto de los aceites esenciales sobre la poblacion de protozoarios (Benchaar et al.,
2008). En la mayoria de los estudios in vivo analizados (tabla 4) no se determino el
efecto de extractos de plantas sobre la poblacion de protozoarios y en los que lo
evaluaron en su mayoria no encontraron efectos significativos.

En el experimento de Lin etal. (2013) la poblacion de protozoarios
disminuy6 con relacién al control (p<0,05) un 74%. Los protozoarios fueron
reportados como porcentaje con relacion al total de la poblacion de bacterias. La
media de los tratamientos con aceites esenciales fue de 0,9% y el valor del
tratamiento control fue de 3,5%. Cardozo et al. (2006) reportaron una media de
logi04,78 protozoarios/ml en el tratamiento con aceite de anis, que representa un
4% de reduccion respecto al control (p<0,05). Soltan et al. (2018) realizaron un
experimento con ovejas en el que evaluaron una mezcla de aceites esenciales
(cinnamaldehido, eugenol, carvacrol y oleorresina de Capsicum sp.). Los
tratamientos fueron un control, 200mg/kgMS y 400mg/kgMS (EO400). Realizaron
mediciones en los dias 1, 2, 3, 7 y 15. Se registraron diferencias en la poblacion de
protozoarios con la mayor dosis (P<0,05). Cabe sefialar que estas diferencias se
observaron en los dias 7 y 15. La media general del tratamiento EO400 fue de
14,8x10°protozoarios/ml, este valor representa una reduccion del 10% con relacion
al control.

En el experimento de Cieslak et al. (2012) se registrd una reduccion de la
poblacion de protozoarios (p<0,001) en el tratamiento con taninos. En este
experimento se tomaron muestras en a las 0, 3 y 6 horas luego de la alimentacién
de la manana. La media del tratamiento con taninos fue un 35% menor que el
tratamiento control.

En los experimentos que se obtuvo diferencias significativas, la media de la
reduccion de la poblacion de protozoarios fue de 31%. Se destaca que en 3 de los 4
experimentos que detectaron una reducciéon de los protozoarios, se observo una
reduccion de la concentracion de N-amoniacal. Como fue mencionado, esta
asociacion puede presentarse en situaciones donde la proteina de la dieta es baja y,
al disminuir la poblacidn de protozoarios, se digieren menos bacterias y por lo tanto
aumenta la utilizacion del N-amoniacal por las mismas (Nagaraja, 2016).
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2.4.4.5. Sintesis de los Resultados y Limitantes los Extractos de Plantas.
Los efectos de los extractos de plantas sobre la fermentacion ruminal son variables,
y a menudo contradictorios. El origen de la variabilidad encontrada tiene multiples
causas. Por un lado, existen variaciones en la composicion quimica de los
compuestos por diferencias en el origen de las plantas, las condiciones de
crecimiento y los métodos de extraccion y procesamiento. Por otro, los diversos
métodos de aplicacion y las condiciones de alimentacién son otros factores que
generan variacion (Hassan et al., 2020).

Los reducidos efectos encontrados en la mayoria de los experimentos in vivo
podrian explicarse por un corto periodo de tiempo de cada tratamiento. Yafnez-Ruiz
y Belanche (2020) mencionan que un estudio tipico in vivo implica un disefio de
cuadrado latino en el que todos los animales reciben todos los tratamientos en
periodos sucesivos. Estos autores sefialan que es posible que se necesite un periodo
de tiempo de cada tratamiento mayor para observar las diferencias entre ellos.

Existen algunas limitantes para lograr buenos resultados con el uso de
extractos de plantas. Por un lado, se ha comprobado que la microbiota ruminal
puede adaptarse a estos compuestos reduciendo los efectos deseados (Bodas et al.,
2012). Por otro lado, no se conoce la dosis dptima para muchos de los aditivos
comercializados. Por un lado, se requieren altas dosis para alterar la fermentacion
y lograr una reduccion de la degradacion de proteinas, pero altas dosis pueden
inhibir la fermentacién por la gran accidon antimicrobiana y asi disminuir la
degradacion de los alimentos (Benchaar et al., 2009).

2.5. Hipaétesis

La hipotesis principal es que la incorporacion de aditivos alimentarios, en
vacas lecheras durante el periodo de transicion e inicio de lactancia en sistemas
pastoriles mixtos, permite una modulacion beneficiosa de la fermentacion ruminal
mejorando la eficiencia de utilizacion de nutrientes en el rumen. Por lo que
esperamos:

1. Una reduccién de la concentracion de N-amoniacal y de la poblaciéon de
protozoarios en los grupos MON y EXP con relacion al grupo CON.

2. Un aumento de la concentracion de C3 que determina una menor
relacion C2/C3 en los grupos MON y EXP con relacion al grupo CON.

3. Valores de pH ruminal y de AGVt similares para los tres grupos.



42

3. Materiales y Métodos

3.1. Localizacion y Periodo Experimental

El experimento se llevo a cabo en la Estacion Experimental Dr. Mario A.
Cassinoni (EEMAC), perteneciente a la Facultad de Agronomia, ubicada en el km.
363 de la Ruta 3 (Paysandu, Uruguay, 32°23'8"S, 58°3'20"0). Se desarroll6 en el
periodo entre el 18 de febrero y el 10 de junio de 2022. El protocolo experimental
fue aprobado por la Comision de ética en uso de animales Honoraria de
Experimentacion Animal (CUEA), Facultad de Agronomia de la Universidad de la
Republica, ID 1330 Exp. 020300-000055-22.

3.2. Animales y Disefio Experimental

El rodeo experimental constdé de 60 vacas Holando con parto previsto en
otono. Las mismas fueron estratificadas por niumero de lactancia (NL), fecha
probable de parto (FPP), peso vivo (PV) y condicion corporal (CC) y asignadas al
azar 30 dias antes de la FPP y hasta los 60 dias post parto a cada uno de los
tratamientos. Nueve de las vacas fueron fistuladas antes de empezar el experimento
y fueron utilizadas para los muestreo de pardmetros ruminales y conteo de
protozoarios. Al inicio del experimento, contaban con un peso vivo de 608+66 Kg
y un estado corporal de 3,3+0,3 considerando la escala del 1 al 5. La fecha promedio
de parto fue el 24/03/2022 12 dias.

Se realizé un disefio completamente al azar (DCA) con 3 tratamientos y 3
repeticiones. Las 9 vacas fistuladas se sortearon aleatoriamente en cada tratamiento,
siendo cada vaca considerada una unidad experimental.

3.3. Tratamientos

El disefio experimental contd con 3 tratamientos: monensina (MON;
300mg/animal/dia) y extractos de plantas (EXP; 50g/animal/dia que contiene trans-
cinamaldehido, flavonoides, curcuminoides y piperina), ambos agregados en el
concentrado de la dieta, y un tratamiento control (CON) sin agregados de aditivos.
Con el objetivo de facilitar el manejo operativo se asignaron a los tratamientos los
colores rojo, azul y verde respectivamente.

3.4. Instalaciones y Rutina

Se realizaron 2 ordefies diarios a las 05:00 hs y a las 16:00 hs. La sala de
ordefie se encuentra lindera al establo y cuenta con 8 6rganos dispuestos en forma
de espina de pescado.

Durante el preparto los animales estaban completamente estabulados,
consumiendo una racion totalmente mezclada (RTM). Luego del parto, se
suministro una dieta parcialmente mezclada (DPM). Las vacas accedieron a un
turno de pastoreo entre el ordefie de la manana y el de la tarde (acceso de 8 horas)
y auna RTM durante el encierre vespertino/nocturno.
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La estabulacion de los animales se realiz6 en un galpon con cama caliente
(compost-barn), con aspersion, ventilacion y agua ad libitum. La cama caliente fue
movida dos veces al dia para permitir una correcta aireacion, y se realizaron
monitoreos de control periddicos de temperatura y humedad. El galpén cuenta con
16 corrales de 70 m? cada uno, con capacidad para 5 vacas; cada corral cuenta con
un comedero de hormigdn con un largo variable por tener divisiones moviles que
facilitan el manejo operativo.

3.5. Alimentacion
3.5.1. Alimentacion Preparto

Treinta dias antes de la fecha prevista del parto (3111 dias) los animales
estaban estabulados y consumian una RTM. La proporcion de los alimentos de la
dieta (tabla 5) fue la misma para todos los animales. El total ofrecido promedio de
la dieta, fue 13,6KgMS/a/d para vacas primiparas y 16,9KgMS/a/d para y las
multiparas.

Tabla §
Proporcion de los alimentos de la RTM (base seca)
Alimentos Proporcion (%)
Heno de cebada 31
Ensilaje de maiz 39
Concentrado 30
Relacion forraje/concentrado 70/30

Los alimentos se mezclaban en un mixer vertical con el siguiente orden:
heno de cebada, ensilaje de maiz y concentrado. Se agregaba agua con el objetivo
de ajustar el contenido de materia seca de la dieta. La secuencia de suministro de la
dieta fue tratamiento rojo, azul y verde y se respet6d durante todo el preparto.

Se resume la composicion de los alimentos del concentrado preparto (tabla
6), que se suministraron en forma de peleteado.

Tabla 6
Proporcion de ingredientes del concentrado preparto (base seca)

Concentrado preparto

Alimentos Proporcion (%)
Harina de soja 54
Afrechillo de trigo 15
Grano de maiz 15
Premezcla® 16

Nota. * La premezcla contiene sales minerales y el aditivo en los tratamientos
MON y EXP.

En la tabla 7 se presenta la composicion quimica de la RTM oftrecida para
cada tratamiento. Los datos refieren al analisis de una muestra compuesta formada
por las muestras tomadas durante el preparto.



44

Tabla 7
Composicion quimica de la RTM para cada tratamiento (base seca) durante el
preparto

Tratamiento?®
Analisis (%) CON MON EXP
MS 442 42,3 438
MO 91,5 91,6 90,1
PC 13,1 13,5 13,3
aFDNmo 42.8 433 40,7
FDAmo 28,3 27,8 26,4

Nota. * Los tratamientos son control (CON), monensina (MON) y extractos de
plantas (EXP). ® Los analisis quimicos realizados son contenido de materia seca
(MS), materia organica (MO), proteina cruda (PC), fibra detergente neutro
extraida con alfa amilasa y libre de cenizas (.aFDNmo) y fibra detergente acida libre
de cenizas (FDAmo).

3.5.2. Alimentacion Posparto

Durante el posparto y por sesenta dias (+63+11 dias) las vacas se manejaron
en un sistema mixto de alimentacion. Por la mafana tuvieron una sesion de pastoreo
y luego del ordefie de la tarde accedian al galpon con cama caliente donde tenian
disponible una RTM.

Durante el pastoreo las vacas accedian a parcelas semanales por tratamiento
entre las 07:00 hs y las 15:00 hs (8 horas). Las parcelas se dimensionaron teniendo
en cuenta la disponibilidad de entrada con el objetivo de asignar
30KgMS/animal/dia (durante los 7 dias). La asignacion real fue de 28+5
kgMS/animal/dia. Cada parcela contaba con un bebedero con disponibilidad de
agua ad libitum. Durante el experimento las vacas pastorearon diferentes tipos de
pasturas. Sin embargo, se puso como condicionante que al momento de toma de
muestras ruminales las vacas tenian que haber estado pastoreando alfalfa por al
menos 10 dias para lograr adaptar las condiciones ruminales a las generadas por
este tipo de pastura.

En la siguiente tabla se presenta la composicion quimica de la alfalfa. Los
datos refieren al promedio de los analisis de las muestras de hand-clipping de alfalfa
tomadas durante el posparto segun Mannetje (2000) (tabla 8). Por lo tanto, hacen
referencia a lo seleccionado por los animales.
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Tabla 8
Composicion quimica de la alfalfa (base seca)
Analisis (%)? Alfalfa
MS 274425
MO 90,0+0,2
PC 17,4+13
aFDNimo 41,6£3.,9
FDAmo 24,3+1,3

Nota. ® Los andlisis quimicos realizados son contenido de materia seca (MS),
materia orgdnica (MO), proteina cruda (PC), fibra detergente neutro extraida con
alfa amilasa y libre de cenizas (.FDNmo) y fibra detergente acida libre de cenizas
(FDAmo).

La proporcién de los alimentos de la RTM fue la misma para todos los
animales (tabla 9). El total ofrecido de RTM promedio de las vacas primiparas fue
de 13,2KgMS/a/d y el de las multiparas 16,0KgMS/a/d.

Tabla 9
Proporcion de los alimentos de la RTM (base seca) durante el posparto
Alimentos Proporcion (%)
Heno de alfalfa 14
Ensilaje de maiz 31
Concentrado 55
Relacion forraje/concentrado 45/55

Los alimentos se mezclaban en un mixer vertical con el siguiente orden:
heno de alfalfa, ensilaje de maiz y concentrado. Se agregaba agua con el objetivo
de ajustar el contenido de materia seca de la dieta. La secuencia de suministro de la
dieta fue tratamiento rojo, azul y verde y se respetd durante todo el posparto.

En la tabla 10 se resume la composicion de los alimentos del concentrado
postparto. Los alimentos del concentrado, al igual que en el preparto, se
suministraron en forma de peleteado.

Tabla 10
Composicion de los alimentos del concentrado posparto (base seca)

Concentrado posparto

Alimentos Proporcion (%)
Harina de soja 54
Afrechillo de trigo 15
Grano de maiz 15
Premezcla® 16

Nota. * Premezcla contiene sales minerales y el aditivo en los tratamientos MON y
EXP.

En la tabla 11 se presenta la composicion quimica de la RTM ofrecida para
cada tratamiento. Los datos refieren al andlisis de una muestra compuesta formada
por las muestras tomadas durante el posparto.
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Tabla 11
Composicion quimica de la RTM para cada tratamiento (base seca)
Tratamiento?®

Analisis (%)P CON MON EXP
MS 44.8 44,6 44.8
MO 89,9 91,3 90,7
PC 15,7 16,3 15,7
aFDNmo 21,8 27,1 23,5
FDAmo 13,7 15,9 12,2

Nota. * Los tratamientos son control (CON), monensina (MON) y extractos de
plantas (EXP). ® Los analisis quimicos realizados son contenido de materia seca
(MS), materia orgénica (MO), proteina cruda (PC), fibra detergente neutro
extraida con alfa amilasa y libre de cenizas (.aFDNn,) y fibra detergente acida libre
de cenizas (FDAmo).

3.6. Registros y Mediciones

Los muestreos ruminales se realizaron en los dias -11+14 dias; +33+14 dias
y +63+11 dias en relacion con la fecha promedio de parto (24/03/2022 12 dias).
Las tomas de muestra del liquido ruminal se realizaron durante dos dias
consecutivos a las 0, 4, 8, 16 y 24 horas posteriores al acceso a la alimentacion. En
cada tiempo de muestreo se tomo liquido ruminal con un dispositivo de extraccion.
Para cada una de las muestras se determind el pH, concentracion de AGV,
concentracion N-amoniacal y poblacion de protozoarios.

3.6.1. pH Ruminal

La determinacién de pH se realizé inmediatamente extraida la muestra con
un medidor de pH portatil (EcoTestr pH2, Oakton, EE. UU.) que mide el pH en un
rango de 0 a 14,0 (calibrado entre 0 — 7) con una apreciacion de 0,1 unidades de
pH.

3.6.2. Acidos Grasos Voldtiles

Una submuestra de 20 ml de cada muestra se conservo en un tubo de
centrifugado (50ml) conteniendo 20ml de 4cido orto-fosforico al 85%. Las muestras
fueron centrifugadas (5810R, Eppendorf, Alemania) por 10 minutos a 10.000 rpm
y congeladas a -20 °C. Una vez terminado el tiempo se llenaron 3 criotubos de 2ml
con pipeta Pasteur descartable (3ml) por cada muestra. Se conservaron a -20°C
hasta el analisis. Se determin6 la concentracion de acidos grasos volatiles mediante
cromatografia de gases con un cromatografo Agilent modelo 8860, con inyeccion
automatica, detector FID (detector de ionizacion de llama), Columna:
HPINNOWAX (0,53 um * 30 m), usando como carrier nitrogeno y un detector
de temperatura de 240°, en el laboratorio de nutricion de la Facultad de Agronomia.

3.6.3. Nitrogeno Amoniacal

Una submuestra de 20ml de cada muestra se conservo en un tubo de
centrifugado (50ml) conteniendo 20ml de acido sulftrico 0.5 N y fueron congeladas
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a -20°C. Al finalizar el experimento las muestras se centrifugaron siguiendo el
mismo procedimiento descripto para los AGV. Una vez culminado el tiempo se
llend un tubo de 15ml. Se conservé a -20°C hasta su determinacion en el laboratorio
de nutricién de la Facultad de Agronomia en la sede EEMAC segiin Chaney y
Marbach (1962).

3.6.4. Protozoarios

Una submuestra de 5ml de cada muestra se conservd en un tubo de
centrifugado (15ml) conteniendo 5Sml de formol al 10% segln el procedimiento de
Dehority (1984). Cada tubo se conservo a 4°C hasta el momento del conteo de
protozoarios. Para el conteo se utilizd una cdmara de Neubauer de doble reticulo
(Neubauer improved, Marienfeld Superior, Alemania) con una profundidad 0,1mm
y una superficie del cuadrado mas pequefio de 0,025 mm?. La soluciéon para
observar se conform6 por 1 ml de muestra (72 liquido ruminal y 2 formol) con 3
gotas de Lugol al 5% posteriormente diluidos en 9 ml de Glicerol al 30% con una
espera de 15 minutos (Cedrola et al., 2015; D’Agosto & Carneiro, 1999). Las
muestras se observaron con un microscopio optico (CxL, Labomed, EE. UU.) con
un aumento 10x (figura 3).

Figura 3
Materiales utilizados para realizar el conteo de protozoarios

P RS

Los protozoarios se contabilizaron en los 4 cuadrantes mayores de la grilla,
realizando un recorrido visual por los 9 cuadrados interiores de cada uno. Se tomo
el promedio de conteo en ambos lados de la camara (cdmara de doble reticulo).

Para estimar la poblacidn de protozoarios se utilizo el siguiente célculo:

) ) ] protozoarios contados 3
protozoarios/ml lig. ruminal = -10

4 mm?- 0,1 mm - %
Superficie contada 4 cuadrados = 4 x 1 mm? = 4 mm?
Profundidad de la camara = 0,1 mm
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Dilucion 1:20 (1:2 con formol x 1:10 con glicerol)
Factor de conversién de mm?® a ml = 10°

3.7. Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un modelo de medidas
repetidas en el tiempo, evaludndose independientemente preparto y posparto. Para
esto, se utilizd6 un modelo mixto que incorpord el tratamiento, el periodo de
muestreo, el tiempo de muestreo y sus interacciones como efectos fijos, mientras
que la vaca fue considerada como un efecto aleatorio.

El modelo estadistico utilizado para el analisis fue el siguiente:

i=123
j=1.2,3
Yi=p+ 7+ P+ MyP) + 7 - Mi(P) + & 1= 4
ij U i l k( l) i k( l) ijkl k=123.4.5
1=123

con &ijy iid ~ N (0; 6?)

Yij = representa la observacion de la variable dependiente para la j-ésima vaca en
el i-ésimo tratamiento, el 1-ésimo periodo de muestreo y la k-ésima hora de
muestreo

u = media general de la variable dependiente
7: = efecto del i-ésimo tratamiento
Py = efecto del 1-ésimo periodo de muestreo

My (P;) = efecto de la k-€simo tiempo de muestreo anidado al 1-ésimo periodo de
muestreo

Ti - Mi(P1) = efecto de la interaccion entre el i-ésimo tratamiento y el k-ésimo tiempo
de muestreo de muestreo anidada al 1-ésimo periodo de muestreo

&ijr = error entre medidas repetidas y asociado a la variable aleatoria vaca

El analisis estadistico se realizo utilizando el paquete estadistico SAS (SAS
OnDemand for Academics, SAS Institute Inc.). Las variables dependientes
analizadas fueron pH, AGVt, C2, C3, C4, rel. C2:C3, N-amoniacal y protozoarios.
La separacion de medias se realizé mediante test de Tukey, considerando un nivel
de significancia de p < 0,05. Los valores se reportan como medias de minimos
cuadrados y su error estandar.
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4. Resultados

4.1. Preparto

En la tabla 12 se presentan los resultados de las mediciones realizadas en el
preparto (-11£14 dias respecto a la fecha promedio de parto).

Tabla 12
Efecto de la adicion de monensina y extractos de plantas sobre parametros
ruminales y poblacion de protozoarios durante el preparto

Tratamiento p-valor
Item CON MON EXP EE T M TxM
pH ruminal 6,5 6,5 6,7 0,07 0,19 <0001 0,83
N-NH3 (mg/L) 101,0 101,2 77,3 9,70 0,14 0,20 0,36
AGVt (mmol/L) 91,5 948 103,2 7,95 0,57 0,33 0,99
Acético (%) 62,9 64,7 61,1 1,56 0,24 0,12 0,96
Propiodnico (%) 23,2 23,1 22,2 0,89 0,63 0,40 0,77
Butirico (%) 11,1 11,0 11,6 097 0,88 0,07 0,98
Rel. C2/C3 2,7 2,9 2,7 0,18 0,64 0,32 0,99
Protozoarios
(x10% cel./mL) 1232 6,7b  8,3b 1,35 0,008 0,009 0,88

Nota. CON: control. MON: monensina. EXP: extracto de plantas. EE: error
estandar de la media (se presenta el mayor de los 3 tratamientos). N-NH3:
concentracion de nitrégeno amoniacal. AGVt: concentracion de acidos grasos
volatiles totales. Rel. C2/C3: relacion acetico/propidnico. T: tratamiento. M:
tiempo de muestreo. Letras distintas representan diferencias significativas entre
los tratamientos.

4.1.1. pH Ruminal

No hubo un efecto significativo del tratamiento, ni de la interaccion
tratamiento x tiempo de muestreo, sobre el pH ruminal (6,6 en promedio). Sin
embargo, el tiempo de muestreo si tuvo un efecto significativo sobre el pH ruminal
(p<0,01). En la figura 4 se presenta la dinamica del pH ruminal a lo largo del dia en
los muestreos realizados durante el preparto.
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Figura 4
Dindamica diaria del pH ruminal durante el preparto
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Nota. RTM: racidn total mezclada. CON: control. MON: monensina. EXP:
extracto de plantas. Las barras de error representan el error estandar de la media.

4.1.2. Nitrégeno Amoniacal y Acidos Grasos Volitiles

No hubo efecto del tratamiento ni del tiempo de muestreo sobre la
concentracion total de AGV, C2, C3, C4, rel. C2/C3, N-amoniacal (grafica en
Apéndice B). Tampoco existid efecto de la interaccion tratamiento x tiempo (tabla
12).

4.1.3. Protozoarios

El tratamiento tuvo un efecto significativo sobre la poblacion de
protozoarios (p=0,008; ). En el tratamiento CON (media 12x10* cel./mL) se
observé una mayor poblacidon de protozoarios en comparacion a los tratamientos
MON y EXP (promedio 7x10* cel./mL; reduccion de 39% con relacion al CON).

En todos los tiempos de muestreo, el tratamiento CON mostr6é valores
superiores, mientras que en el tratamiento MON mostr6 los valores mas bajos,
excepto en el tiempo 16 (figura 5). Ademas, se encontraron diferencias
significativas entre los tiempos de muestro (p=0,009); sin embargo, no se encontrd
una interaccion significativa entre los tiempos de muestreo y los tratamientos
aplicados.



Figura 5
Poblacion de protozoarios segun tratamiento en el preparto
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Nota. CON: control. MON: monensina. EXP: extracto de plantas. Las barras de
error representan el error estandar de la media. Letras distintas representan
diferencias significativas entre los tratamientos.

Figura 6
Dinamica diaria de la poblacion de protozoarios durante el preparto
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Nota. RTM: racion total mezclada. CON: control. MON: monensina. EXP:
extracto de plantas. Las barras de error representan el error estandar de la media.

51



52

4.2. Posparto

En la tabla 13 se presentan los resultados de las mediciones realizadas en el
posparto (+33+14 dias y +63+11 dias respecto a la fecha promedio de parto).



Tabla 13

Parametros ruminales y poblacion de protozoarios durante el posparto
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Tratamiento p-valor
‘ CON MON EXP EE T M (Per) Per T x Per TxM
Item (Per)
pH ruminal 6,50 6,53 6,66 0,03 0,9 <,0001 <,0001 0,04 0,01
N-amoniacal (mg/L) 89,35a 82,01a 65,75b 2,80 <0001 <0001 <,0001 <,0001  <,0001
AGVt (mmol/L) 120,5 109,7 108,9 4,28 0,09 <,0001 0,95 0,03 0,91
Acético (%) 60,9 61,1 60,9 0,96 0,96 <,0001 0,70 0,005 0,99
Propiodnico (%) 243 25,2 26,1 0,66 0,08 0,196 0,14 0,019 0,99
Butirico (%) 12,3a 11,6a 10,5b 0,28 0,0001 <,0001 0,006 0,50 0,61
Rel. C2/C3 2,6 2,5 2,4 0,07 0,25 0,04 0,48 0,02 0,99
Protozoarios (x10* cel/mL) 11,5a 7,1b 4,0b 1,1 <0001 0,6194 0,015 0,1709 0,9967

Nota. CON: control. MON: monensina. EXP: extracto de plantas. EE: error estandar de la media (se presenta el mayor de los 3 tratamientos).
N-NH3: concentracion de nitrogeno amoniacal. AGVt: concentracion de acidos grasos volatiles totales. Rel. C2/C3: relacion
acetico/propidnico. T: tratamiento. M: tiempo de muestreo. Letras distintas representan diferencias significativas entre los tratamientos.
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4.2.1. pH Ruminal

No hubo efecto significativo del tratamiento sobre el pH ruminal (6,5, en
promedio). Sin embargo, el periodo de muestreo (p<0,01) y el tiempo de muestreo
(p<0,01) si tuvieron un efecto significativo sobre el pH ruminal (tabla 13). La
interaccion tratamiento x periodo de muestreo y tratamiento x tiempo anidado al
periodo de muestreo (p<0,01) también tuvieron un efecto significativo. En la figura
7 se presenta la dinamica del pH ruminal a lo largo del dia para los dos periodos
analizados durante el posparto.

Figura 7
Dinamica del pH ruminal durante el posparto
—#— CON - & -MON - @& -EXP
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Nota. Panel A: periodo +30 dias posparto. Panel B: periodo +60 dias posparto. La
flecha en la hora cero indica el momento de acceso a la pastura y la flecha negra

el momento de acceso a la RTM. Las barras de error representan el error estandar
de la media.

4.2.2. Nitrégeno Amoniacal

Hubo efecto significativo del tratamiento sobre la concentraciéon de N-
amoniacal (p<,0001; figura 8), también del periodo de muestreo y del tiempo de
muestreo, como de las interacciones entre ellos y el tratamiento (tratamiento x
periodo de muestreo y tratamiento x tiempo de muestreo; p<,0001 para todos los
efectos).
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Figura 8
N-amoniacal segun tratamiento en el posparto
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Nota. CON: control. MON: monensina. EXP: extracto de plantas. Las barras de error
representan el error estandar de la media. Letras distintas representan diferencias
significativas entre los tratamientos.

El grupo CON mostré una mayor concentracion de N-amoniacal durante
todo el periodo +30 dias posparto que los tratamientos MON y EXP, encontrandose
muy similares estos dos tratamientos. Sin embargo, durante el periodo +60 dias
posparto, el grupo CON y MON siguen un patréon similar, teniendo ambos
concentraciones mas elevadas de N-amoniacal que el grupo EXP (figura 9). Esta
diferencia se acentia entre las 4 y 8 horas posteriores al acceso a la pastura (figura
10).

120
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Nota. CON: control. MON: monensina. EXP: extracto de plantas. Las barras de
error representan el error estandar de la media. Letras distintas representan
diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 10
Dindamica diaria del N-amoniacal durante el posparto
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Nota. Panel A: periodo +30 dias posparto. Panel B: periodo +60 dias posparto. La
flecha en la hora cero indica el momento de acceso a la pastura y la flecha negra el
momento de acceso a la RTM. Las barras de error representan el error estandar de
la media. Los asteriscos indican que existe al menos una diferencia significativa
entre los tratamientos.

En el periodo +30 dias posparto, el momento de mayor concentracion de N-
amoniacal fue a las 4 horas de acceso a la pastura para los grupos CON y MON y a
las 8 horas para el grupo EXP. En el periodo +60 dias posparto, este momento fue
a las 8 horas para los tres grupos.

4.2.3. Acidos Grasos Volitiles

4.2.3.1. AGV Totales. No hubo un efecto significativo del tratamiento
(p=0.09; figura 11), ni del periodo de muestreo, ni de la interaccion tratamiento x
tiempo anidado al periodo (p=0.91), sobre la concentracion de AGVt (109mmol/L
en promedio). Existio efecto del tiempo de muestreo (p<.0001; figura 12) y de su
interaccion con el periodo (p=0.03) sobre la concentracion de AGVt.
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Figura 11
AGV totales segun tratamiento en el posparto
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Nota. CON: control. MON: monensina. EXP: extracto de plantas. Las barras de
error representan el error estandar de la media. No se presentan las letras dado que
el efecto del tratamiento no fue significativo.

Figura 12
Dinamica diaria de los AGVt durante el posparto
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Nota. Panel A: periodo +30 dias posparto. Panel B: periodo +60 dias posparto. La
flecha en la hora cero indica el momento de acceso a la pastura y la flecha negra el
momento de acceso a la RTM. Las barras de error representan el error estandar de
la media.
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4.2.3.2. Acido Acético. No hubo un efecto significativo del tratamiento, del
periodo de muestreo, ni de la interaccion tratamiento x tiempo anidado al periodo
de muestreo, sobre el porcentaje de C2 (61% en promedio). Sin embargo, el tiempo
de muestreo si tuvo un efecto significativo sobre el porcentaje de C2 (p<.0001). La
interaccion tratamiento x periodo de muestreo fue significativa (p=0.005),
observandose que durante el periodo +30 dias posparto en el grupo CON se registrd
un menor porcentaje de C2 en relacion con los otros tratamientos, mientras que en
el periodo +60 dias posparto se invirtié este resultado, siendo el grupo CON el de
mayor porcentaje de C2 (figura 13).

Figura 13
Dinamica diaria del dacido acético durante el posparto
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Nota. Panel A: periodo +30 dias posparto. Panel B: periodo +60 dias posparto. La
flecha en la hora cero indica el momento de acceso a la pastura y la flecha negra el
momento de acceso a la RTM. Las barras de error representan el error estandar de
la media.

4.2.3.3. Acido Propiénico. No hubo un efecto significativo del tratamiento,
aunque existid tendencia al aumento en los tratamientos MON y EXP (p=0.08).
Tampoco hubo efecto del tiempo de muestreo ni del periodo de muestreo sobre el
porcentaje de C3 (25% en promedio; figura 14). Sin embrago, la interaccion
tratamiento x periodo de muestreo fue significativa (p=0.02). Los tratamientos
tuvieron un comportamiento similar en el periodo +30 dias posparto, mientras que
en el periodo +60 dias posparto se observa un mayor porcentaje de C3 en los grupos
MON y EXP pero sin diferencias significativas con el grupo CON.
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Figura 14
Dindmica diaria del acido propionico durante el posparto
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Nota. Panel A: periodo +30 dias posparto. Panel B: periodo +60 dias posparto. La
flecha en la hora cero indica el momento de acceso a la pastura y la flecha negra el
momento de acceso a la RTM. Las barras de error representan el error estandar de
la media.

4.2.3.4. Acido Butirico. Existio un efecto significativo del tratamiento
(p=0.0001), del tiempo de muestreo (p<.0001) y del periodo de muestreo (p=0.006)
sobre el porcentaje de C4 (promedio 11%). Sin embargo, las interacciones
tratamiento x periodo y tratamiento por tiempo anidado al periodo no fueron
ignificativas.

Figura 15
Porcentaje de dcido butirico segun tratamiento en el posparto

14 A A a
12 A
10

ab

[C4] (%)

o N B O

Periodo +30 dpp Periodo +60 dpp
EHCON EMON HEXP
Nota. CON: control. MON: monensina. EXP: extracto de plantas. Las barras de
error representan el error estandar de la media. Letras distintas representan
diferencias significativas entre los grupos, letras mayusculas, dentro del periodo
+30 dpp y minusculas periodo +60 dpp.
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En el periodo +60 dias posparto se observa un menor porcentaje de C4 en
el grupo EXP y MON, pero este ultimo sin diferencia significativa con el grupo

CON (figura 15).

El momento de menor porcentaje de C4 fue a las 8 horas de acceso a la
pastura y el méximo se dio a las 16 horas para todos los grupos (figura 16).

Figura 16
Dinamica diaria del porcentaje de acido butirico durante el posparto
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Nota. Panel A: periodo +30 dias posparto. Panel B: periodo +60 dias posparto. La
flecha en la hora cero indica el momento de acceso a la pastura y la flecha negra el
momento de acceso a la RTM. Las barras de error representan el error estandar de

la media.

4.2.3.5. Relacion C2/C3. No hubo un efecto significativo del tratamiento,
del periodo de muestreo, ni de la interaccion tratamiento x tiempo anidado al
periodo sobre la relacion C2/C3 (2,47 en promedio; figura 17). Sin embargo, hubo
una interaccion significativa entre el tratamiento y el periodo de muestreo (p=0,02).
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Figura 17
Dinamica diaria de la relacion acético/propionico durante el posparto
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Nota. Panel A: periodo +30 dias posparto. Panel B: periodo +60 dias posparto. La
flecha en la hora cero indica el momento de acceso a la pastura y la flecha negra el
momento de acceso a la RTM. Las barras de error representan el error estandar de
la media.

4.2.4. Protozoarios

El tratamiento tuvo un efecto significativo sobre la poblacion de
protozoarios (p<0,0001). En el tratamiento CON se observé la mayor poblacion de
protozoarios y en el tratamiento EXP la menor (figura 18). La reduccion en el
tratamiento MON fue de 38% y en el tratamiento EXP fue de 65%, en relacion al
tratamiento control.

Figura 18
Poblacion de protozoarios segun tratamiento durante el posparto
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Nota. CON: control. MON: monensina. EXP: extracto de plantas. Las barras de
error representan el error estandar de la media. Letras distintas representan
diferencias significativas entre los tratamientos.
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También existié efecto del periodo (p=0,015; figura 19), pero no de la
interaccion tratamiento x periodo, tratamiento x tiempo anidado al periodo, ni del
tiempo dentro de cada periodo.

Figura 19
Poblacion de protozoarios segun tratamiento por periodo en el posparto
= 20
(S
>~
S 15
<
o
X
= 10
iel
©
R 5
8
o
e 0
=

Periodo +30 dpp Periodo +60 dpp
ECON EMON EEXP

Nota. CON: control. MON: monensina. EXP: extracto de plantas. Las barras de
error representan el error estandar de la media. Letras distintas representan
diferencias significativas entre los grupos, letras mayusculas, dentro del periodo
+30 dpp v mintsculas periodo +60 dpp

En el periodo +30 dias posparto no hubo un efecto significativo del
tratamiento, el promedio de la poblacion de protozoarios fue de 6x10* cel./mL. Sin
embargo, en el periodo +60 dias posparto si se detectaron diferencias significativas.
El grupo CON mostro6 valores superiores (sin diferencias con el grupo MON), y los
grupos MON y EXP no se diferenciaron (figura 18) promedio de MON y EXP de
6x10* cel./mL, representa una reduccién de 57% respecto al CON). Ademas, se
encontraron diferencias significativas entre los tiempos de muestro (p=0,009); sin
embargo, no se encontrd una interaccion significativa entre los tiempos de muestreo
y los tratamientos aplicados (figura 20).
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Figura 20
Dindmica diaria de la poblacion de protozoarios durante el posparto
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Nota. Panel A: periodo +30 dias posparto. Panel B: periodo +60 dias posparto. La
flecha en la hora cero indica el momento de acceso a la pastura y la flecha negra
el momento de acceso a la RTM. Las barras de error representan el error estandar
de la media.
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5. Discusion

5.1. pH Ruminal

El promedio del pH observado fue de 6,56 tanto en el preparto como en el
posparto. Este valor se encuentra dentro de los valores esperados de pH ruminal
para vacas lecheras en pastoreo con suplementacion (Bargo et al., 2003).

En relacion con la dindmica diaria del pH, las curvas obtenidas durante el
preparto se comportan acorde a lo esperado. Se observa una reduccion del mismo
luego de la hora 0 correspondiente al acceso de los animales a la TMR, por la
produccion de acidos grasos volatiles como consecuencia de la fermentacion de los
carbohidratos solubles durante la ingesta (Owens & Goetsch, 1988). Luego de
alcanzar un minimo entre las 4 y 8 hs post acceso al alimento, el pH ruminal
comienza a subir lentamente por una menor tasa de producciéon de AGV y por la
llegada de tampones (fosfatos y bicarbonato) procedentes de la saliva (Yokoyama
& Johnson, 1988).

Lo observado durante el posparto en las primeras horas de muestreo,
coincide con lo reportado por Mattiauda et al. (2013), donde el ingreso a la pastura
en horas tempranas determina un bajo contenido de carbohidratos en el forraje, por
lo que no se espera una rapida reduccion del pH, sumado a una posible tasa de
consumo relativamente lenta por el estado fisiologico del animal y el hambre del
animal (alimentacion ad libitum). A partir de la hora 8, donde los animales pasan a
ser alimentados en el corral, la curva es comparable con la curva preparto. En la
hora 16, donde se obtuvieron los menores registros de pH, los animales ya estaban
consumiendo la RTM, lo que explica el rapido y maximo descenso.

En general, los trabajos consultados coinciden en que no hay efecto del
tratamiento sobre el pH, tanto para los extractos de planta (Benchaar, 2020; Elcoso
et al., 2019; Olijhoek et al., 2019) como para la monensina (Drong et al., 2016;
Mathew et al., 2011; Schéren etal., 2017). Estos trabajos se caracterizan por
evaluar ambos aditivos en dietas de vacas lecheras en lactancia media en sistemas
confinados. En Argentina, se evalué una mezcla de extractos de plantas en vacas
lecheras en lactancia media en sistemas mixtos (Flores et al., 2013); en el mismo
tampoco se encontraron efectos significativos de los extractos de plantas sobre el
pH ruminal.

5.2. Nitréogeno Amoniacal

El promedio del N-amoniacal observado fue de 93 mg/l y 79 mg/l en el
preparto y en el posparto respectivamente. Estos valores son mayores al optimo
para la funcion ruminal (Rearte, 1993) pero son menores al promedio de N-
amoniacal reportado para vacas lecheras en pastoreo con suplementacion (Bargo
et al., 2003).

En el periodo preparto, si bien los tratamientos no tuvieron efecto
significativo sobre la concentracion de N-amoniacal, se puede observar un patrén
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con picos menos pronunciados en MON y EXP respecto al CON. Ademas, mientras
que los primeros dos alcanzan su maximo entre el tiempo 4 y 8, y el minimo en el
tiempo 16, el CON alcanza su maximo en el tiempo 4 y el minimo en el tiempo 8.
Esto podria estar indicando una mayor estabilidad de N-amoniacal en los grupos
MON y EXP, lo que seria favorable para el funcionamiento ruminal.

Durante el posparto, los extractos de plantas redujeron un 26% el N-
amoniacal respecto al tratamiento control. Este resultado es similar a los reportados
por Kholif et al. (2021), Lin et al. (2013), Matloup et al. (2017). En estos trabajos
la reduccion del N-amoniacal por la utilizacion de extractos de plantas fue del 22%
en promedio. Esto puede deberse a que la accion inhibitoria sobre las bacterias HAP
disminuye la desaminacion (Mclntosh et al., 2003) y, ademds, otras bacterias
podrian ocupar el nicho de aquellas afectadas por el aditivo, aumentando el uso del
N-amoniacal para la sintesis de proteina microbiana. También podria explicarse por
una reduccion en la poblacion de protozoarios dado que estan implicados en la
degradacion de las proteinas de los alimentos en el rumen (Jouany, 1996) y por la
capacidad de los compuestos fendlicos de formar complejos con las proteinas
evitando su degradacion.

Durante el posparto, la monensina redujo un 8% el N-amoniacal respecto al
tratamiento control. Sin embrago, no se detectaron diferencias significativas entre
el tratamiento con monensina y el tratamiento control. Benchaar et al. (2006)
reportaron una reduccion de N-amoniacal del 6% y atribuyen este efecto a una
reduccion de la poblacion de bacterias productoras de amoniaco.

En contraposicion, otros autores no encuentran diferencias en la
concentracion de N-amoniacal en rumen por el uso de extractos de plantas
(Benchaar, 2020; Elcoso et al., 2019; Olijhoek et al., 2019) y monensina (Do Prado
et al., 2015; Erasmus et al., 2005; Mezzetti et al., 2019). Lo que podria atribuirse a
la etapa de lactancia con la que se realizan los experimentos, la dieta suministrada
y al tipo de compuesto utilizado en el caso de los extractos de plantas.

Las concentraciones de N-amoniacal fueron menores en el periodo +30 dias
posparto que en el periodo +60 dias posparto. Esto podria explicarse debido a la
depresion del consumo de materia seca en el periodo de transicion (Drackley, 1999).
Esta reduccion del CMS se expresa particularmente en la pastura, ya que las vacas
en lactancia temprana pastorean un corto periodo de tiempo con relacion al tiempo
permitido y, ademas, a una baja tasa de consumo, determinando un pastoreo lento
y selectivo (Chilibroste etal., 2012). El menor CMS determina una menor
disponibilidad de proteina a nivel ruminal y por lo tanto una menor concentracion
de amoniaco (McDonald et al., 2022). Ademas, podria deberse a diferencias en el
comportamiento alimentario, competencia con otras actividades y estrés entre
ambos periodos.

En el periodo +30 dias posparto el punto méximo de concentracion de N-
amoniacal fue mayor para el tratamiento control que para los tratamientos con
aditivos. En el periodo +60 dias posparto el tratamiento con monensina se comportd
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de la misma forma que el control y el tratamiento con extractos continu6 siendo
menor. Este efecto podria deberse a una disminucion del efecto de la monensina
causada por una adaptacion de la microbiota ruminal a este compuesto (Melchior
etal.,, 2018). En el caso de los extractos de plantas, aunque se han reportado
adaptaciones de la microbiota, se trata de una mezcla de compuestos bioactivos que
debido a sus diversos mecanismos de accidon podrian haber permitido la continuidad
del efecto.

5.3. Acidos Grasos Volatiles

Durante el posparto, a pesar de no encontrar diferencias en la concentracion
de AGV totales, los grupos suplementados con aditivos disminuyeron un 9-10%
con respecto al control. La ausencia de efecto coincide con la mayoria de los
trabajos consultados tanto de monensina (Mezzetti et al., 2019; Schéren et al., 2017;
Silva et al., 2021) como de extractos de plantas (Benchaar, 2020; Elcoso et al.,
2019; Olijhoek et al., 2019). Se han reportado disminuciones de hasta un 6% en la
concentracion de AGV totales por el uso de monensina (Prange et al., 1978) o de
extractos de plantas (Dschaak etal., 2011; Lin et al., 2013). Otros autores, sin
embargo, han reportado aumento en la concentracion de AGV habiendo
suplementado con extractos de plantas (Chaves et al., 2008b; Kholif et al., 2018,
2021; Soltan et al., 2018). La disminucion en la concentracion de AGV se puede
atribuir a altas dosis que determinan una menor digestibilidad ruminal (Lin et al.,
2013) y/o a un menor consumo de forraje (Dschaak et al., 2011).

En cuanto a los AGV individuales, los resultados encontrados y su
coincidencia con los trabajos consultados fueron variables. El promedio de C2
observado en el posparto es 61% respecto al total de AGV, lo que se encuentra
dentro de los valores reportados para vacas lecheras en pastoreo con
suplementacion (52 — 89 %; Bargo et al., 2003). La ausencia de efecto de los
aditivos sobre el porcentaje de C2 coincide con la mayoria de los trabajos
consultados tanto de monensina (Mezzetti et al., 2019; Schiren et al., 2017; Silva
etal.,, 2021) como de extractos de plantas . Sin embargo, existen trabajos que
reportan menores porcentajes de C2 como respuesta al uso de monensina (Dinius
etal., 1976; Granzin & Dryden, 1999; Newbold et al., 1993; Prange et al., 1978;
Stahringer et al., 2012) y extractos de plantas (Cardozo et al., 2006; Da Silva et al.,
2020; Klop et al., 2017; Mohammed et al., 2004; Yang et al., 2010), lo que podria
explicarse por una inhibicion de las bacterias Gram positivas, productoras de C2
entre otros productos finales (Russell & Houlihan, 2003).

El uso de MON y EXP tampoco tuvo efecto en la proporcion de C3, que
resulté en un promedio en el posparto de 25% sobre el total de AGV, lo que se
encuentra dentro de los valores consultados (19 — 26%; Bargo et al., 2003). Sin
embargo, se observo una tendencia (p=0.08) a aumentar la proporcion de C3 por el
uso de estos aditivos, que se expresO particularmente en el periodo +60 dias
posparto. Esta tendencia coincide con la mayoria de los trabajos que evaluaron el
efecto de la monensina, encontrando un aumento en el porcentaje de C3 (Do Prado
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et al., 2015; Drong et al., 2016; Schiren et al., 2017). Para el caso de los extractos
de plantas, en la mayoria de los estudios no se encontraron diferencias en el
porcentaje de C3 (Benchaar, 2020; Ghizzi et al., 2018; Olijhoek et al., 2019). Otros
trabajos encontraron un aumento de la proporcion de C3 por el uso de estos aditivos
(DaSilvaet al., 2020; Kholif et al., 2018, 2021; Lin et al., 2013; Soltan et al., 2018).
Este efecto podria asociarse a la inhibicién de bacterias Gram positivas que son
productoras de C2, C4 e hidrogeno (Russell & Houlihan, 2003) mediante la
alteracion del transporte de iones a través de las membranas (Bretschneider, 2009).
Ademas, las bacterias Gram negativas (productoras de propionato) podrian ocupar
el nicho que dejan aquellas afectadas por los aditivos y de esta forma aumentar la
produccion de C3 (Bodas et al., 2012).

El C4 fue el unico AGV, de los evaluados, que fue afectado por los aditivos.
El promedio observado en el posparto es 11%, lo que se encuentra dentro de los
valores reportados (11 -19%; Bargo et al., 2003). Si bien en ambos periodos el
tratamiento CON fue el que obtuvo los mayores valores, se observaron diferencias
significativas unicamente con el tratamiento EXP y durante el periodo +60 dias
posparto (fig 15). Esta reduccion del porcentaje de C4 en el tratamiento EXP
coincide con los resultados encontrados por algunos autores (Cieslak et al., 2012;
Kholif et al., 2017, 2018, 2021; Lin et al., 2013). Sin embargo, cabe sefialar que la
mayoria de los trabajos no encontraron diferencias significativas y que, incluso,
algunos reportaron un aumento en el porcentaje de C4 (Soltan et al.; 2018). Para el
caso de monensina, la ausencia de efecto coincide con la mayoria de los resultados
revisados (Mezzetti et al., 2019; Schéren et al., 2017; Silva et al., 2021).\

5.4. Protozoarios

La poblacién de protozoarios tanto en el preparto (9x10* cel./mL) como en
el posparto (8x10* cel./mL) se encuentra dentro del rango de valores esperados
(Huws et al.; 2020).

En la mayoria de los estudios in vivo analizados no se determin¢ el efecto
de monensina (Drong et al., 2016; Mezzetti et al., 2019; Silva et al., 2021) ni de los
extractos de plantas (Elcoso et al., 2019; Kholif et al., 2021; Olijhoek et al., 2019)
sobre la poblacidon de protozoarios y, en los que lo evaluaron, en su mayoria, no se
encontraron efectos significativos.

En el caso de monensina, 6 estudios del total de trabajos consultados
determinaron el valor de la poblacion de protozoarios y de estos solo uno reportd
efecto sobre la poblacidon de protozoarios en ovejas, reduciéndose un 54% con el
uso de este aditivo (Newbold etal., 1993). Este resultado coincide con los
resultados del presente estudio; en el preparto una reduccion de 46% del tratamiento
con monensina en relacion con el control y en el posparto una reduccion promedio
de 38% del tratamiento con monensina en relacion con el control.

En relacion a los extractos de plantas, 11 estudios del total de trabajos
consultados determinaron el valor de la poblacidén de protozoarios y de estos hubo
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4 estudios que encontraron efecto de los extractos de plantas sobre la poblacion de
protozoarios; dos fueron evaluando ovinos suplementados con una mezcla de
aceites esenciales compuesta por aceite de clavo, canela, orégano y limén (Lin
et al., 2013) o cinnamaldehido, eugenol, carvacrol y oleorresina de Capsicum sp.
(Soltan et al., 2018), uno con aceite de anis en vaquillonas (Cardozo et al., 2006) y
otro, taninos en vacas lecheras (Cieslak et al., 2012). Cieslak et al. (2012) reportan
una reduccion de la poblacion de protozoarios de 35% por la suplementacion con
taninos. Este resultado coincide con los resultados del presente estudio; en el
preparto hubo una reduccion de 33% del tratamiento con extractos de plantas en
relacion con el control y en el posparto se encontr6 una reduccion promedio de 65%
del tratamiento con extractos de plantas en relacioén con el control.

Este efecto en la poblaciéon de protozoarios podria ser benéfico en el
resultado de la fermentacion ruminal, ya que resultaria en un aumento del flujo de
proteina microbiana al duodeno por menor depredacion de bacterias que da lugar a
mayor biomasa bacteriana (Huws et al., 2020). La menor depredacion implica
menor degradacidn proteica y una mayor utilizacion del NNP, lo que resulta en una
menor concentracion de amoniaco ruminal (Giuliodori et al., 2013).

5.5. Periodos Preparto y Posparto

El efecto de los tratamientos sobre las distintas variables evaluadas fue
distinto en el preparto y el posparto. Mientras que en el preparto se encontro efecto
de los tratamientos solo sobre la poblacion de protozoarios, en el posparto se pudo
constatar un efecto sobre el N-amoniacal, C4 y protozoarios, y ademas una
tendencia en la concentracion de AGVty C3 (p=0.09 y 0.08, respectivamente).

Aunque no se realizaron comparaciones estadisticas entre el preparto y el
posparto, se observa una reduccion numérica de la concentracion de N-amoniacal
y de la poblacion de protozoarios en el posparto con relacion al preparto. Entre las
causas que podrian explicar estas diferencias se encuentran la calidad de la dieta y
nivel de consumo de materia seca (CMS). En cuanto a la calidad de la dieta, en el
posparto se suministré una TMR con mayor contenido de PC, menor FDN y menor
FDA y una mayor concentracion energética con relacion a la dieta preparto, ademas
los animales accedian a una sesion de pastoreo entre los ordefies; consecuentemente
los productos finales de fermentacion variaran. Esto se asocia con el CMS, dado
que con una dieta de mayor digestibilidad, los niveles de consumo se podrian
considerar mayores. Ademas, es esperable que el efecto depresivo del parto sobre
el CMS disminuya a medida que avanza la lactancia. Este mayor CMS asociado a
una mayor concentracion energética podria implicar una mayor sintesis proteica y
por tanto una mayor utilizacion del nitrogeno amoniacal.

Durante el posparto, el periodo de muestreo (+30 y +60 dias posparto) tuvo
un efecto significativo sobre las variables medidas. Entre ambos periodos se
observo una reduccion del pH ruminal y del C4 y un aumento de la concentracion
de N-amoniacal y protozoarios. El efecto de los tratamientos fue diferente segtin el
periodo de muestreo. La mayor parte de las diferencias entre los tratamientos
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observadas en el posparto se explican por el periodo +60 dias posparto. En el
periodo +30 dias posparto los aditivos generaron efectos significativos inicamente
sobre el N-amoniacal (reduccion). Estos efectos podrian explicarse por un aumento
en el CMS total durante el periodo +60 y posiblemente a una mayor participacion
del forraje de la dieta.
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6. Conclusiones

Los aditivos alimentarios pueden considerarse como una estrategia viable
para modular la fermentacion ruminal en vacas lecheras durante el periodo de
transicion e inicio de lactancia en sistemas pastoriles mixtos.

Los efectos de la monensina y de los extractos de plantas sobre los
parametros ruminales y sobre la poblacidon de protozoarios fueron similares. Ambos
aditivos generaron una reduccion de la poblacion de protozoarios tanto en el
preparto como en el posparto. A su vez, generaron una reduccién en la
concentracion del N-amoniacal junto con una mayor estabilidad que, en el caso de
los extractos de plantas, se mantuvo durante todo el periodo posparto, mientras que
el efecto de la monensina se observo en el posparto temprano. El pH ruminal y la
produccion de AGV totales no fueron afectados por la utilizacion de los aditivos,
aunque se observo una tendencia al aumento de C3.

A través de esta investigacion, relevamos que los extractos de planta pueden
considerarse una alternativa potencial al uso de monensina. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que el efecto de estos aditivos depende de varios factores
como la composicion de la mezcla de extractos, la dosis utilizada, la composicion
de la dieta, la etapa de lactancia y el sistema de alimentacion.

Se requiere mas investigacion para comprender mejor la capacidad de los
aditivos alimentarios para modular la fermentacion ruminal. En este trabajo se
observo un fuerte efecto sobre los protozoarios ruminales, sin embargo, es necesario
ampliar el estudio hacia el resto de la microbiota ruminal. Un conocimiento mas
profundo del uso de aditivos en vacas lecheras en transicion en sistemas mixtos sera
util para lograr un aumento de la eficiencia de produccion de los sistemas de
produccion de leche de Uruguay.
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Diagramas de transferencias energéticas en sistemas con distinto nivel

tecnologico
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Apéndice B.

Dinamica diaria del N-amoniacal durante el preparto

—&—CON — & -MON - @ -EXP
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Horas (0 = acceso a RTM)

Nota. DTM: dieta total mezclada. CON: control. MON: monensina. EXP: extracto
de plantas. Las barras de error representan el error estandar de la media.
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