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RESUMEN GENERAL

CARACTERIZACION ALIMENTICIA DE DOS SISTEMAS DE I?RODUCCION
EN PASTOREO MEDIANTE LA TECNICA DE PRODUCCION DE GAS

La técnica de producciéon de gas (TPG) no ha sido usada para evaluar el efecto
del pastoreo en la calidad y asimilacion de praderas. El objetivo fue evaluar el
pastoreo mixto (Pmx; 5 vacas y 18 borregas) y monoespecifico (Pmn; 5 vacas)
en la calidad y asimilacion de praderas de dos edades (jovenes y maduras), en
un disefio de parcelas divididas. La parcela mayor fue la edad de la pradera con
seis repeticiones y la parcela menor, el tipo de pastoreo con dos repeticiones.
Se usO pastoreo rotacional con tres y 32 dias de ocupacién y descanso
respectivamente, y 7.9 kg vaca™ d* de suplemento. Se tomaron muestras de
forraje ofrecido para determinar: composicion botanica, masa de forraje (kg ha’
Y: PC, EE, Cenizas, FDN y FDA, volumen maximo (Vm; mL g™?), tasa (S; hY) y
fase lag (L, h) de la fermentacién in vitro. También se tomaron muestras de
forraje residual y heces-Cr,03 para calcular la digestibilidad aparente de materia
seca, y su Vm. La asimilacién (ASIVm; mL g*) de la pradera y el indice de
emision potencial de gases de fermentacién (IEPGF; hL lote™ d!), se estimaron
como: ASIVm=VmAT-Vmheces; IEPGF=(VmAT*kg MS AT) — (Vmheces*kg MS
heces), donde AT=forraje+suplemento. El tipo de pastoreo afectd (p<0.05) la
masa de forraje, la proporcion de alfalfa y pasto ovillo. En praderas jévenes la
proporcion de alfalfa fue mayor. El tipo de pastoreo y la edad de la pradera no
afectaron (p>0.05) las caracteristicas nutritivas y de fermentacién, pero si
afectaron (p<0.05), la MS residual, la cantidad de heces y la digestibilidad
aparente de la MS. El Pmx indujo mayor (p<0.05) IEPGF, indicando un impacto
al ambiente, mayor asimilacion y masa microbiana. La TPG ofrece mas
informacion Gtil para caracterizar sistemas de pastoreo.

Palabras clave: fermentacion in vitro, pastoreo mixto, edad de praderas,
nutrientes, asimilacion.

Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacién Ganadera, Universidad Autbnoma Chapingo.
Autor: Bricia Plata Anaya.
Director de Tesis: Dr. Luis Alberto Miranda Romero



GENERAL ABSTRACT

FEEDING CHARACTERIZATION OF TWO PRODUCTION GRAZING
SYSTEMS THROUGH THE GAS PRODUCTION TECHNIQUE

The gas production technique (TPG) has not been previously used to evaluate
the effect of grazing on the quality and assimilation of grasslands herbage. The
objective of this study was to evaluate mixed (Pmx, 5 cows and 18 ewes) and
monospecific grazing (Pmn; 5 cows) on the quality and assimilation of herbage
of two grasslands of different ages (young and mature) in a split plot design. The
largest plot was the age of grasslands with six replicates and the smaller plot
was the grazing type with two replicates. Rotational grazing was used with three
days and 32 of grazing and resting respectively, 7.9 kg cow™t of
supplemententary feed were offered daily. Samples of herbage on offer were
taken to determine: botanical composition, herbage mass (kg ha™); crude
protein, ashes, ether extract, NDF, ADF and gas production (Vm; mL g™),
fermentation rate (S, h™) and lag phase (L, h) on in vitro fermentation technique.
Samples of residual forage and feces were also taken to calculate the dry matter
digestibility and its gas production. Herbage assimilation (ASIVm; mL g™) and
the potential emission rate of fermentation gases (IEPGF; hL batch™ d™) were
estimated as: ASIVm = VmAT-Vmheces; IEPGF = (VMAT * kg MS AT) - (Vm
feces*kg MS feces), where AT = forage + supplement. The grazing type affected
herbage mass (p<0.05) and the proportion of alfalfa and orchard grass. Alfalfa
proportion was higher in young grassland than in older ones. The grazing
system and age of grasslands did not affect nutritional and fermentative
characteristics of herbage, but had positive effect (p<0.05) on total feed intake,
residual dry matter, feces production and apparent dry matter degradability. Pmx
increase (p<0.05) IEPGF, which means environmental impact, greater
assimilation and increment in ruminal microbial production. In conclusion TPG
offers useful information to characterize grazing systems.

Key words: in vitro fermentation, mixed grazing, age grasslands, nutrients,
assimilation herbage.

Thesis of Master of Science in Livestock Innovation, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Bricia Plata Anaya.
Advisor: Dr. Luis Alberto Miranda Romero



1 INTRODUCCION GENERAL

Los sistemas de producciéon de leche de bovinos en pastoreo son una
alternativa de produccion, debido a que su principal recurso, los pastos, son la
fuente de alimento disponible a bajo costo, de ahi que la caracterizacion
nutricional de los forrajes sea un aspecto de capital importancia para estos
sistemas (Soder & Rotz& 2001).

El desempefio productivo de las vacas lecheras estd en funcion del valor
nutricional de la dieta que consumen. El valor nutricional de los forrajes esta
determinado por la concentracion de nutrientes y la digestibilidad. La evaluacién
nutricional del forraje puede realizarse por métodos in vivo, in situ e in vitro.
Dentro de las técnicas in vitro, se encuentra la técnica de produccion de gas
(TPG), la cual a diferencia de otras técnicas in vitro e in situ, no sélo determina
la extension, sino también la cinética de degradacion del alimento a través del
volumen de gas liberado, producto de la fermentacion (Getachew, Blummel,
Makkar & Becker, 1998).

La TPG in vitro es rentable, de facil determinacion y adecuado para sus uso en
los paises en desarrollo. Este método permite predecir el consumo de alimento,
la digestibilidad, la energia metabolizable (EM), el suministro de nitrégeno
microbiano y la cinética de fermentacion (Abas, Ozpinar, Kutay, Kahraman, &
Eseceli, 2005; Kamalak, Canbolat, Gurbuz, & Ozay, 2005). Uno de los efectos
de la fermentacion de los forrajes en rumiantes es la produccion de gases de
efecto invernadero, siendo el gas metano uno de los mas importantes, mismo

que también puede ser evaluado por la TPG (Posada & Noguera, 2005).

Sin embargo, recientemente se investiga la aplicacion de la TPG como
indicador de la asimilacién de la dieta in vivo (Miranda et al., 2015c) y la
cuantificacion de las fracciones fermentables (Miranda et al., 2015a; Miranda et
al., 2015b). No se tienen registros del uso de la TPG como herramienta o

marcador para estimar la asimilacién del forraje en rumiantes en pastoreo, por
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lo que el objetivo de ésta investigacion fue determinar los componentes
botanicos, nutricionales y fermentativos in vitro del forraje consumido por vacas
en produccién de leche bajo los sistemas de pastoreo mixto y monoespecifico, y
por medio de la produccion de gas in vitro determinar la asimilacion de la dieta

de vacas para ambos sistemas de pastoreo.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Evaluacioén nutricional de los alimentos

El comportamiento productivo de la vaca lechera esta relacionado con la calidad
de los alimentos, principalmente de los forrajes, que es la principal fuente de
alimento de los sistemas basados en pastoreo (Getachew et al., 1998). Sin
embargo, nutritivamente los forrajes presentan una composicion muy variable,
comparada con cualquier otro alimento, siendo multiples los factores que
pueden afectar la calidad nutricional como edad, suelo, clima y manejo de
pastoreo (Barahona & Sanchez, 2005). El potencial del recurso forrajero para el
comportamiento productivo de los animales depende de su contenido de

nutrientes, digestibilidad y del consumo voluntario (Baumont et al., 2000).

Frecuentemente, la evaluacion de la calidad del alimento se realiza mediante la
cuantificacion de la composicion nutricional y digestibilidad, pero el
conocimiento en la fisiologia digestiva y su influencia en la utilizaciéon de
nutrientes, permite orientar el desarrollo de técnicas para la evaluacion dirigidas
hacia la imitacién en el destino de los nutrientes de los alimentos en el tracto
digestivo. Estos enfoques reducen la dependencia del uso de los animales y
mejoran la flexibilidad de la evaluacion en la alimentacion (Krishnamoorthy et
al., 2005).

Se han descrito diversos métodos para determinar la dinamica de degradacion
de los forrajes que consumen los rumiantes, los cuales son importantes para
orientar los estudios de nutricibn para estas especies animales. Estas técnicas
de digestibilidad presentan ventajas como la prediccion del consumo,
determinacién de la calidad del alimento, estudio de los constituyentes de los
alimentos, prediccién de la digestibilidad, estudio de la cinética de fermentacion,

emision de gases, entre otros (Bayona et al., 2013).



2.2 Métodos de digestibilidad

La busqueda de un método simple, econdmico y fiable para evaluar el valor
nutritivo de los forrajes para rumiantes ha sido compleja. La degradacion
microbiana de los forrajes en el rumen es un proceso que implica complejas
interacciones entre los microorganismos (bacterias, protozoos y hongos) y entre
la poblacion microbiana y el huésped (Williams, 2000).

Para desarrollar un meétodo fiable, los resultados de los ultimos 40 afos
proporcionan informacion sobre los factores que deben considerarse cuando se
trata de simular el ambiente ruminal como son temperatura, pH, capacidad
tampon, fuente de nitrégeno y anaerobiosis. Las técnicas de laboratorio
existentes se concentran en la estimacion de la degradacion ruminal. La razén
principal es que el forraje consiste principalmente en carbohidratos estructurales
que solo pueden ser digeridos por los microorganismos del rumen. Sin
embargo, la degradabilidad efectiva (la digestibilidad que se puede esperar en
vivo) también depende de la tasa de degradacién, el potencial de

degradabilidad y la tasa fraccional de fermentacion (Williams, 2000).

2.2.1 Digestibilidad in vivo

La digestibilidad puede ser definida como la fraccibn de un alimento que se
aprovecha a través de su paso por el tracto digestivo, y se determina por la
cuantificacion de la cantidad de alimento consumido y la cantidad de heces
evacuadas, después que el animal se ha adaptado a la dieta en cuestion
(McSweeney & Mackie, 2012). Una vez degradados los nutrientes de los
forrajes, la digestibilidad hace referencia a la cantidad de alimento que
desaparece en el tracto digestivo o en un procedimiento de laboratorio debido a
la solubilizacion o ataque por los microorganismos anaerobios ruminales. La
digestibilidad de los forrajes permite estimar la proporcidon de nutrientes
presentes en el alimento, que tienen potencial de ser absorbidos por el tracto
digestivo (Giraldo et al., 2007).



La coleccion total de heces es el método mas confiable en la medicion de la
digestibilidad de los alimentos debido a que en esta técnica se consideran la
mayoria de factores del proceso de digestion como el ambiente del tracto
gastrointestinal, tasa de pasaje, de digestion, consumo voluntario, tipo de
alimento, poblacién microbiana, especie y estado fisiologico de los animales
(Meneses, 2000). Sin embargo esta técnica es costosa, lenta y requiere
animales en jaulas metabdlicas. La técnica se basa en conocer la cantidad de
alimento que consume el animal y la cantidad de heces colectadas en la jaula
diariamente. Se requiere llevar registros precisos del alimento ingerido,
rechazado y produccién fecal. Cuando se requieren estimaciones del balance
de nitrégeno, también se mide la produccion de orina. Para ello, se requieren
como minimo tres animales por alimento en estudio. Los animales se habitian
con el alimento de 7 a 21 dias antes de recolectar las primeras muestras
(Meneses 2000).

Digestibilidad (%) del = consumo del nutriente — nutriente en heces x 100
nutriente consumo del nutriente

Sin embargo, una critica comdn de la estimacién de la digestion por la técnica
de recoleccion total es que la ingesta de alimento por los animales es a veces
anormalmente baja y erratica. Esta falta de apetito es en muchos casos
atribuible al hecho de que el animal puede estar demasiado nervioso o
asustado para comer, como resultado del estrecho confinamiento necesario
debido a la naturaleza misma del equipo utilizado. A pesar de que los ensayos
convencionales de digestion son el estandar con el que se comparan todas las
demas medidas de digestibilidad, los valores obtenidos varian todavia de + 1 a
4% como resultado de la variaciébn de animal a animal, procedimientos de

muestreo y errores analiticos (Khan, Mahr-Un-Nisa & Sarwa, 2003).

Esta técnica se dificulta cuando se tiene manejo en sistemas de pastoreo, y
mas aun en animales de talla grande como los bovinos. Debido a lo anterior, se

desarrollaron métodos que facilitan la determinacion de la digestibilidad en el
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sistema antes mencionado. El principio basico es usar sustancias que pasen
por el tracto digestivo a una velocidad constante y sin absorcion llamados

marcadores (Bayona et al., 2013).

Los marcadores son compuestos de referencia usados para monitorear
aspectos quimicos y fisicos de la digestion, estimar el flujo de la digestion,
digestibilidad parcial o total y la produccién fecal en diversas especies animales.
Los marcadores minimizan la interferencia con los patrones de comportamiento
animal y simplifican los procedimientos. Los marcadores pueden ser internos o
externos; los internos son constituyentes naturales de los alimentos como silice,
lignina, nitrégeno fecal, cromdgenos fibras detergentes neutras y acidas
indigestibles, cenizas insolubles en acido y N-alcanos; los externos son

compuestos inertes como el 6xido de cromo (Rodriguez et al., 2007).

El 6xido de cromo se propuso como indicador en estudios de vacas lecheras
para ensayos de digestibilidad desde 1918. La concentracion de éste indicador
en los alimentos es baja, en torno a 0.1 ug/g. La ventaja del uso de esta
sustancia es que se incorpora facilmente a las dietas y es analizada con relativa
facilidad. Algunas limitaciones son: la baja recuperacion fecal, principalmente en
funcion de la variabilidad de los resultados obtenidos y a la variacién diurna de
su excrecion en las heces, lo que puede ser evitado dando el indicador dos
veces al dia. Algunos trabajos muestran que el 6xido de cromo posee una tasa
de pasaje mas rapida por el rumen que el material fibroso y la posibilidad de su
acumulacion en alguna parte del tubo digestivo. Ademas, efectos
carcinogénicos también han sido citados (Rodriguez et al., 2007).

Debido a la variabilidad y al reducido nimero de muestras que se pueden
analizar a la vez en la técnica in vivo, se ha trabajado en elaborar técnicas que
simulen los procesos de digestibilidad. En los pasados 40 afios se desarrollaron
técnicas de laboratorio que simulan los procesos de degradacion de los

alimentos, de los cuales se destacan las técnicas in vitro como la de Tilley y



Terry (1963); la técnica de produccion de gas (Menke & Steingass, 1988); las
cuales usan microorganismos del rumen; la técnica de celulasa y pepsina
(Aufrere & Michalet-Doreu, 1988; McLeod & Minson, 1978), y la técnica de
incubacion in situ de las muestras en bolsas de nylon en el rumen (Mehrez &
@rskov, 1977). Estas técnicas demostraron tener correlacion con la
digestibilidad de la materia organica y son usadas para la evaluacion de los
alimentos (Getachew et al., 1998; Gosselink et al., 2004).

2.2.2 Digestibilidad in situ

La técnica de la bolsa de nylon se ha usado por varios afios para estimar la tasa
y el potencial de degradacion de la materia seca de los forrajes in situ. Para
esta técnica, se usan bolsas de nylon que son depositadas con 2 o 3 g de
alimento e incubadas dentro del rumen de animales fistulados, después las
bolsas son removidas del rumen y lavadas. El tamafio del poro de la bolsa se
tiene que considerar, y debe ser suficientemente pequefio para evitar el paso de
alimento de la bolsa, pero lo suficientemente grande como para permitir la
entrada del fluido ruminal con microorganismos, particularmente protozoarios
(Khan et al., 2003).

Seifried, Steingal3, y Rodehutscord (2015), demostraron que bolsas con poros
de 50 y 30 um, en ensayos con maiz, trigo y cebada conducian a la pérdida
sustancial de particulas de almidén durante la incubacion, pero con poros de 20
y 6 um dicha pérdida se anulaba. Sin embargo, debido a la pérdida alta de
particulas por el lavado de las bolsas, el método in situ no fue adecuado para la
medicion de la degradacion de almidén en avena al utilizar los tamafios de poro
ensayado en este estudio, por lo que concluyeron que debe tenerse precaucion
cuando se utiliza la técnica in situ para las mediciones de la degradacién

ruminal del almidon de granos (Seifried et al., 2015).

La desventaja del método in situ, es que una cantidad muy reducida de
muestras puede ser analizada al mismo tiempo y requiere por lo menos tres

animales fistulados para cuantificar las variaciones por animal. Al ser una
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técnica altamente invasiva, puede afectar directamente el consumo de alimento
por parte del animal, no permite evaluar alimentos con altos contenidos de
material soluble, tamafio pequefio de particula o con alto contenido de
almidones vy lipidos, una vez que este material puede escapar de las bolsas sin
ser degradado. Por lo anterior, las técnicas in vitro son una alternativa en el
estudio de la digestibilidad (Bayona et al., 2013).

2.2.3 Digestibilidad in vitro

Las técnicas de digestibilidad in vitro proporcionan una prediccion rapida, barata
y precisa de la digestibilidad en comparacion de la digestibilidad in vivo. El
procedimiento in vitro hace un mejor trabajo de prediccién que la composicion
guimica, porque explica todos los factores conocidos o desconocidos, que
afectan la digestibilidad, lo que no es posible con los métodos quimicos
actuales (Khan, Mahr-Un-Nisa, & Sarwar, 2003).

La técnica de Tilley y Terry (1963) se convirti6 en una herramienta importante
para la evaluacion de los alimentos de los rumiantes y se utiliza ampliamente
por las ventajas que representa, particularmente cuando se requieren ensayos
a gran escala de muestras. Este método implica dos etapas en la que los
forrajes se someten a 48 horas de fermentacion en una solucién buffer que
contiene liquido ruminal, seguido de 48 horas de digestién con pepsina en una

solucion &cida (Getachew, Blummel, Makkar, & Becker, 1998).

La técnica anterior fue modificada por Goering y Van Soest (1970) en donde el
residuo obtenido después de 48 horas de incubacion fue tratado con solucion
detergente neutro para estimar la digestibilidad de la materia seca verdadera.
Aunque el método de Tilley y Terry ha sido validado con valores in vivo, no
determina la dinamica de la fermentacion (Getachew et al., 1998; Khan et al.,
2003).

Las pruebas de digestibilidad enzimaticas (De Boever et al., 1986; Dowman &

Collins, 1982; Jones & Hayward, 1975) para estimar la digestibilidad de los



forrajes imita la degradacién ruminal utilizando celulasas de hongos como
Trichoderma viride y Aspergillus niger. Existen enzimas comerciales que
permiten mayor precision y menor tiempo de digestion que el método del liquido
ruminal. Se han estudiado las variaciones en el método de la celulasa,
centrandose principalmente en la concentracion enzimatica y el tiempo de
incubacion (Barchiesi-Ferrari, Alomar & Miranda, 2011). Los métodos
enzimaticos se usan rutinariamente como procedimientos de digestibilidad final,
sin embargo, el método enzimatico puede ser insensible a factores tales como
efectos asociativos y toxinas que pueden afectar a la degradacion microbiana
(Getachew et al., 1998).

2.3 Técnicade produccion de gas

Se tiene registros desde la década de los afios 40’s, de la medicion de gas de
fermentacion ruminal (Quin, 1940; mencionado por Getachew et al., 1998).
Después de los trabajos de Menke et al. (1979), donde se demostré una
correlacion alta entre la produccion de gas in vitro y la digestibilidad aparente in
vivo, la medicién de gas se considera un método de rutina para la evaluacion de
los alimentos. La técnica de produccion de gas (TPG) in vitro usada
principalmente para la evaluacion de alimentos, ha ganado reconocimiento
general en la ultima década para investigar mecanismos de fermentacion
microbiana y para estudiar el modo de accion de factores anti-nutritivos, aditivos
y suplementos alimenticios. La técnica se basa en el supuesto de que el gas
producido en cultivos es directa o indirectamente, resultado de la fermentacion

de una cantidad dada de sustrato (Lépez et al., 2007).

La TPG y sus variantes presentan ventajas frente a otras técnicas de
digestibilidad, porque explican las contribuciones de las fracciones de alimento
soluble e insoluble, a la vez que proporcionan informacién sobre la dinamica de
la fermentacion. Ademas, cuando el contenido de nutrientes no es limitante, la

produccion de gas mide el crecimiento microbiano (Khan et al., 2003).



La TGP propone la medicion de la produccion acumulada de gas, como
indicador del metabolismo del carbono, centrando su atencibn en la
acumulacion de los productos finales de la fermentacion: CO,, CHy, y acidos
grasos volatiles. Este sistema presenta la ventaja de que el producto final que
se mide (gas) es el resultado directo del metabolismo microbiano, en lugar de
registrar la desaparicion del sustrato. Una segunda ventaja es que la formacion
de productos finales de la fermentacion, se pueden monitorear a intervalos
cortos de tiempo y por lo tanto la cinética de fermentacion puede ser descrita

con mayor precision (Makkar, 2002).

Cuando un alimento se incuba in vitro con fluido ruminal diluido en buffer
reducido, se fermentan principalmente los carbohidratos para producir acidos
grasos de cadena corta (acético, propidnico y butirico), gases y células
microbianas. La produccién de gas a partir de la fermentacion de proteinas es
relativamente pequefia en comparacién con la fermentacion de carbohidratos.
La contribucion de la grasa a la produccion de gas es basicamente
insignificante. Cuando se incubaron 200 mg de aceite de coco, aceite de semilla
de palma y/o aceite de soya, sélo se produjeron 2.0 a 2.8 mL de gas mientras
gue una cantidad similar de caseina y celulosa produjo aproximadamente 23.4'y

80 mL de gas, respectivamente (Makkar, 2002).

La eficacia de la TPG radica en que es un sistema in vitro de alta capacidad
operativa y bajo costo, en la cual los perfiles de produccion de gas pueden ser
generados utilizando sistemas semi o0 totalmente automatizados. La
determinacién de los productos finales de la fermentacién y los residuos no
fermentados, en conjunto con los perfiles de produccion de gas, permiten
estimar la tasa, extension y eficiencia de la fermentacion (Bruni & Chilibroste,
2001).

Miranda-Romero et al., (2015a) demostraron la factibilidad de usar la técnica de

produccion de gas (TPG) in vitro para estimar el contenido de tres grupos de
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carbohidratos fermentables; solubles, de reserva y estructurales, tomando como
carbohidratos de referencia para cada grupo a la glucosa, almidon y celulosa
pura; los resultados mostraron que la TPG es precisa y sensible para
determinar cambios en el contenido de carbohidratos fermentables en sustratos
con alto o bajo contenido de carbohidratos como tuna y alfalfa. Sin embargo,
existe poca investigacion al respecto, sobre todo en forrajes.

La TPG se ha utilizado principalmente para determinar la produccion de gas
acumulado en estudios de cinética de digestion de forrajes y concentrados, pero
no hay suficientes estudios realizados con ésta técnica en heces, para
determinar la cinética de produccion de gas y la asimilacion con el consumo de

forraje en vacas en pastoreo.

2.3.1 Modelos matematicos para determinar el volumen de gas

Los datos de acumulacién de gas in vitro, proporcionan informacion valiosa
sobre la cinética de digestion de un alimento en el liquido ruminal. La extension
de la digestion de los carbohidratos depende de las caracteristicas del alimento,
incluyendo tanto su degradabilidad y la tasa de fermentacion, y también sobre
las tasas de consumo y pasaje del alimento. Existen diferentes modelos para
estimar los parametros de fermentacion a través de las curvas de produccion de
gas, todos ellos con diferentes ajustes estadisticos dependiendo de las
condiciones experimentales y el tipo de sustrato. El tipo de modelo a escoger no
debe tener solamente las consideraciones de ajuste matematico, sino también
la coherencia biologica de los parametros. La mayoria de estos modelos son
formas sigmoides, excepto el modelo exponencial (France et al., 2000; Pitt et
al., 1999; Rosero-Noguera, 2007).

En cada curva sigmoidea que presenta la produccion de gas se pueden

distinguir tres fases: 1) la fase lenta o de nula produccién de gas (fase inicial), 2)

la fase de produccion de gas rapida (fase exponencial), y 3) la fase en la cual la
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proporcion de gas se reduce y finalmente llega a cero (fase asintética) (Beuvink
& Kogutt, 1993).

Un modelo para describir el curso del tiempo de produccion de gas acumulativo
en una fermentacion discontinua puede expresarse como una funcién del
tiempo F(t) multiplicado por un volumen final de gas Vg, que es el volumen de
gas asintdtico de la digestion de una cantidad dada de sustrato. Asi se tiene

que:

V(1) = Vi x F(1),

Donde V(t) es la produccion de gas acumulado (mL) a partir de una masa dada
de sustrato incubada durante el tiempo t, Ve el volumen final de gas (ml) de la
digestion completa de una masa dada de sustrato, F(t) la produccién de gas y t
el tiempo (h) (Pitt et al., 1999).

La descripcion matematica de las curvas de produccion de gas permite analizar
datos y la comparacion de substratos o las caracteristicas del medio ambiente
de la fermentacion y de éste modo provee informacion util relativa a la
composiciéon del substrato y a las fracciones solubles de rapida, y fracciones de
lenta fermentacion del substrato. Los modelos no lineales cominmente usados
para estimar la cinética de fermentacion ruminal son modelos exponenciales,
propuestas por @rskov y McDonald (1979), Mertens y Loften (1980), France et
al. (1993), Beuvink y Kogut (1993); y el modelo de Gompertz, propuesto por
Lavrenci¢, Stefanon, y Susmel (1997); el unico modelo propuesto por Schofield
et al. (1994); el modelo de doble fuente propuesto por Schofield et al. (1994) y
Groot et al. (1996) (Cuadro 1). Los modelos pueden asumir uno, dos o mas
compartimientos o fases de fermentacién; ademas, los datos analizados por

diferentes modelos pueden generar diferentes resultados (Peripolli et al., 2011).
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Sin embargo, se debe tener cuidado en la eleccion del modelo matemético mas
adecuado para el ajuste de las tasas de degradacion, que pueden variar
dependiendo del modelo (Velho et al., 2014).

Cuadro 1. Modelos matematicos usados para describir la produccidon de gas
in vitro.

Modelos sugeridos por Ecuaciones

@rskov (exponencial) Y=a+b(1l—e )

Menke y Steingass (logistico) Y = a,/(1+ e(Z—4c(t—T)))

Von Bertalanfyy Y=a; + b (1— e )
France Y= a,(1- e(—bz(t—T)— cl(\/f—ﬁ)))

Fuente: Mustafa et al., (2011).

El modelo adecuado para ajustar los valores de la cinética de produccion de
gas obtenidos por la técnica in vitro debe ser capaz de modelar las variaciones
en la curva sin punto de inflexion, asi como curvas sigmoideas en el que el

punto de inflexion es variable (Velho et al., 2014).

Velho et al. (2014), en un estudio de comparacion de modelos matematicos
(Exponencial, France, Gompertz y Logistico) concluyeron que la TPG in vitro
fue eficiente para detectar diferencias en el valor nutricional de ensilajes de
maiz de diferentes etapas de madurez y que el modelo Gompertz describid
mejor la cinética de produccion de gas que el modelo France, que fue el menos

adecuado.

Por otro lado, Peripolli et al. (2014), en un estudio para identificar el modelo
(Exponencial, France, Gompertz, Logistico y Modelos logisticos de doble
fuente) que mejor se ajustara a la curva acumulativa de produccion de gas en
dietas de rumiantes, consistente en la sustitucion del maiz por glicerol (0, 4, 8,y
12%) y con heno de alfalfa como forraje en un 60% de la dieta, encontraron que
el modelo logistico de doble fuente, el modelo de Gompertz y logistico
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mostraron los valores de r* méas altos (0.99), asi como el error cuadratico medio
mas bajo. Los modelos de France y de Gompertz tuvieron el error de porcentaje
medio mas bajo. El modelo logistico de doble fuente mostré la desviacion media
absoluta residual mas baja y la eficiencia relativa mayor de 1.0 en todas las
comparaciones y, por lo tanto, fue considerado el méas eficiente de los modelos

evaluados.

2.3.2 Prediccion de la digestibilidad in vitro de la materia organica y

energia metabolizable

Las ecuaciones de regresion se han usado para predecir la digestibilidad de los
componentes quimicos de los alimentos. Menke et al. (1979), encontraron alta
precision (R = 0.98, S.D. = 25) en la prediccion de la digestibilidad in vivo de la
materia organica con el uso de las mediciones de gas in vitro y la composicion
quimica en una ecuacién de regresion mdultiple. Asi también, reportaron una
estrecha correlacion entre la Energia Metabolizable (EM), de valores medidos in
vivo y de produccién de gas in vitro de 24 horas, y la composicién quimica de
los alimentos (Getachew et al., 1998; Hamid et al., 2007).

La estimacion de la energia metabolizable, energia neta y digestibilidad de la
materia organica in vitro (EM, ENL y DIVMO, respectivamente) en los alimentos
fueron determinados mediante las ecuaciones propuestas por Menke vy
Stengass (1988), para alimentos concentrados y forrajes:
Para alimentos concentrados:

EM (MJ kg™ MS): 0.157*GP+0.0084*PC+0.022*EE-0.0081*Ce+1.06

ENL (MJ kg™ MS): 0.115*GP+0.0054* PC +0.014*EE-0.0054*Ce -0.36

DIVMO %: 0.9991*GP+0.0595* PC +0.0181* Ce +9
Para forrajes:

EM (MJ kg™ MS): 0.136*GP+0.0057* PC +0.000286*EE?*+2.20

ENL (MJ kg™* MS): 0.096*GP+0.0038* PC +0.000173* EE*+0.54

DIVMO %: 0.9042*GP+0.0492* PC +0.0387* Ce +16.49
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donde GP es la produccién de gas a 24 horas (mL 200mg™ MS) y PC, EE, Ce
DIVMO son proteina cruda, extracto etéreo, cenizas y digestibilidad de la

materia organica in vitro, respectivamente.

Krishnamoorthy et al. (2005) informaron que el valor energético y la tasa de
fermentacion de la materia organica calculada a partir de la fermentacion in vitro
coinciden con los valores in vivo para varios tipos de alimentos. Lee et al.
(2000) mostraron una estrecha relacion entre el valor energético del forraje
calculado en ensayos de digestion in vivo y los parametros de produccion de
gas in vitro. En consecuencia, se indicdé que el valor energético de los forrajes
podria estimarse rapidamente utilizando el método de gas in vitro para

reemplazar el ensayo de digestion.

El gas acumulado, producido a diferentes tiempos de incubacién, puede
medirse en una muestra Unica y pequefa, proporcionando datos cinéticos para
estimar la magnitud y la velocidad de degradacion del alimento. En este
contexto, el modelaje matematico es una herramienta util para vincular los datos
obtenidos in vitro con los procesos que se producen in vivo y para estimar la
digestibilidad total del tracto o degradabilidad ruminal a partir de los datos

cinéticos in vitro (LOpez et al., 2007).

2.3.3 Fracciones fermentables

Los carbohidratos son el principal componente de los forrajes, representan
entre 60-80% de la biomasa de las especies forrajeras. La mayor digestion de
carbohidratos (> 90%) ocurre dentro del rumen. Los azUcares simples se
fermentan rapidamente dentro del rumen para producir acidos grasos volatiles,
mientras que la degradabilidad de los polisacaridos estructurales varia
considerablemente. Las pectinas se degradan rapida y completamente por los
microorganismos del rumen. Los polisacaridos celuloliticos y hemiceluloliticos
se degradan mas lenta e incompletamente. La degradabilidad de la celulosa de

los forrajes varia entre 25 y 90%, mientras que la digestibilidad de la
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hemicelulosa varia entre el 45 y 90%. Los valores de degradabilidad obtenidos
mediante la técnica de produccién de gas in vitro permite el estudio de la
cinética de digestion de los forrajes aportando valores sobre tasas de
degradacion de las fracciones de carbohidratos solubles e insolubles (Moore &
Hatfield, 1994; Sanchez et al., 2005).

Las fracciones variables de carbohidratos fermentables en el rumen fueron
estimadas en un estudio previo realizado por Miranda et al. (2015b), para
estimar la concentracion de carbohidratos de rapida, media y lenta fermentacion
mediante modelos de regresion que relacionaron la produccion de gas in vitro
con la concentracion de carbohidratos fermentables, obteniendo alta correlacion
para glucosa (R=0.7651) y almidon (R=0.6965), pero baja para celulosa
(R=0.2364), concluyendo que es factible utilizar la TPG para estimar la cantidad
de glucosa y almidon, utilizando la TPG como un procedimiento simple, sensible
y de bajo costo en comparacion con otras técnicas. Sin embargo, hace falta

elaborar mas investigaciones al respecto con especies forrajeras.
2.3.4 Determinacién de metano y biéxido de carbono

Actualmente, los gases de efecto invernadero (GEI) son identificados como
contribuidores del calentamiento global y el metano es uno de los gases que
puede contribuir con el 15-20% de todas las emisiones de los GEI. El metano
proveniente de los rumiantes, representan 15% de las emisiones
antropogénicas globales de gas a través de la fermentacion entérica y el
manejo del estiércol y es reconocido como importante contribuidor de las

emisiones de los GEI (Zhong et al., 2016).

Durante la digestion anaerobia, los microorganismos ruminales habitualmente
convierten las principales porciones de carbohidratos y proteinas en productos
finales como &cidos grasos volatiles y proteina microbiana, asi como productos
de desecho, principalmente metano (CH,) y biéxido de carbono (CO,). La tasa

de emision de metano por fermentacion ruminal, esta relacionada con las

16



caracteristicas fisico-quimicas de la dieta (digestibilidad de la materia seca, y la
concentracion de fibra insoluble en detergente neutro), las cuales afectan
directamente el nivel de consumo y la frecuencia de alimentacion (Molina et al,
2013; Singh et al., 2012).

En los sistemas de pastoreo, donde la principal fuente de alimento es el forraje,
se realizan investigaciones para determinar como los factores asociados a la
calidad del forraje influyen en la produccion de metano por los rumiantes
(Vargas et al., 2014).

La técnica con el trazador de hexafluoruro de azufre (SFg), se utiliza
frecuentemente para medir las emisiones de CH, de rumiantes en pastoreo,
pero a pesar de ser muy exacta, es costosa y su aplicacion representa
numerosas complicaciones. Ademas, el SFg es un potentisimo GEI, con un
potencial de calentamiento global 23900 veces superior al CO,, y con una vida
media de 3200 afios (Berra, Finster & Valtorta, 2009).

Aunque la produccibn de metano es un componente metabdlico de la
fermentacidn anaerdbica en el rumen, y representa una pérdida de energia
significativa para los rumiantes, existe la posibilidad de reducir el grado de
produccion de metano mediante la manipulacién de la dieta y las practicas de
manejo que influyen en la fermentacion microbiana. Se han realizado esfuerzos
considerables para explorar la posibilidad de reducir la produccion de metano a
partir de animales utilizando las técnicas in vitro (Getachew, DePeters,
Robinson, & Fadel, 2005)

La concentracion de metano se puede obtener mediante cromatografia de
gases con muestras del gas acumulado durante las primeras 24 a 96 horas de
fermentaciéon por medio de la TPG, las cuales son recolectadas en frascos de
60 mL y llevadas a cuantificar al cromatografo de gases. La curva para gas

metano se puede obtener por medio de inyeccion de diferentes volimenes de
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un estandar realizando una regresion de las areas debajo del pico y las

concentraciones (volumenes) de gas metano inyectado (Molina et al., 2013).

2.3.5 Técnica de produccion de gas como un indicador en la asimilacion

de alimento in vivo

El contenido de carbohidratos en los forrajes proporciona aproximadamente
80% de la energia requerida por los rumiantes, que al ser fermentados por los
microorganismos del rumen generan gases, principalmente CH4, CO, y acidos
grasos volatiles, (Beuvink & Spoelstra, 1992; Moore & Hatfield, 1994).

La cantidad total de gas producido durante la fermentacion in vitro permite una
prediccidn precisa de la digestibilidad y el contenido de energia de los alimentos
(Abas et al., 2005). Al respecto, en el experimento de Miranda et al. (2015c),
propusieron utilizar la diferencia del Vm de gas producido del alimento ofrecido
menos el de las heces para estimar la asimilacion de la dieta in vivo en dietas
con diferentes niveles de energia y proteina para ovinos, demostrando que
niveles altos de energia y proteina (proporcion, 15.2 %:2.8 Mcal kg) en la dieta
generan menor cantidad de gas producida por lo tanto una menor asimilacién
de las dietas ofrecidas, sin embargo, encontraron que al incrementar la
proteina, la producciéon de gas disminuy0d, pero al incrementar solamente la
energia la produccion de gas aumento, con lo que concluyeron que ésta dieta

fue menos asimilada.

Por otro lado, Vazquez (2016) analiz6 la asimilacion de cuatro dietas para
borregos y encontr6 que el ensilado de nopal fue asimilado mejor por los ovinos
(254.5 mL g') en comparacién con ensilado de maiz (207.5 mL g?), sin
ensilado (98.1 mL g?) y ensilado de nopal-tuna (170.8 mL g™) , sin embargo, el
Vm de la dieta ofrecida no represento el Vm de la dieta consumida, por lo que
consider6 calcular un indice de emision potencial de gases de fermentacién
(IEPGF) como una variante para determinar la cantidad de gas emitido durante

el proceso de degradacion del alimento consumido tomando en cuenta el Vm de
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gas producido por la MS ofrecida, el Vm de gas del alimento rechazado por la
MS rechazada y el Vm de gas de las heces por la MS excretada (heces) por dia
y por ovino. Actualmente, éste tipo de estudio no se ha investigado en animales
en pastoreo, por lo que en el presente estudio se llevo a cabo para usar la TPG

como indicador en la asimilacion de alimento en sistemas de pastoreo.
2.4 Sistema de pastoreo mixto

El comportamiento de los animales en pastoreo esta afectado por factores
como el ambiente, el clima, la temperatura, las condiciones geograficas, la
altura de la pastura, el tiempo de pastoreo, edad de la pastura, la densidad de
pastoreo y la composicion botanica de los pastos. La composicién botanica
afecta y se ve afectada por la selectividad de los herbivoros, que difiere entre

las especies animales (Cuchillo-Hilario, Wrage-Moénnig, & Isselstein, 2017).

El empleo del pastoreo es normalmente aceptado como una practica de
produccion de rumiantes de bajo costo, ya que requiere poca inversion de
capital. Ademas, el pastoreo proporciona varios beneficios al ecosistema. El co-
pastoreo de multiples especies tiene beneficios adicionales sobre el manejo del

pastoreo monoespecifico (Cuchillo et al., 2017).

La ingesta de forraje por rumiantes en pastoreo afecta la composicién de las
comunidades de plantas en los ecosistemas de pastizales y, la extension y el
curso de sus efectos pueden depender en gran medida de las caracteristicas
tanto de las plantas como de los rumiantes. Liu et al. (2015), en un estudio de
pastoreo de dos afos, probaron los efectos del pastoreo con dos especies de
rumiantes (ganado, ovejas y ganado con ovejas) en comunidades vegetales con
altos y bajos niveles de diversidad de plantas en la estepa euroasiatica oriental,
los investigadores encontraron que el pastoreo mixto por ganado vacuno y
ovejas aumentd significativamente la diversidad de plantas en los pastizales;
mientras que el pastoreo por ganado vacuno, oveja (monoespecifico) o, por

pastoreo mixto con bovinos y ovinos no afect6 la biomasa vegetal en los pastos
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de alta diversidad. Sin embargo, para las praderas de baja diversidad de
forrajes, el pastoreo solo por el ganado y el pastoreo mixto por ganado vacuno y
ovejas aumentaron la diversidad de plantas, pero disminuyeron la biomasa

vegetal.

En otro estudio, Fraser et al. (2007), encontraron que la ganancia diaria de peso
(kg ha') en el pastoreo mixto fue 1.52 veces mayor que en el pastoreo
monoespecifico y ademas encontraron que los sistemas de manejo que
incorporan el pastoreo mixto con ganado y ovejas mejoraron la productividad
ganadera y redujeron las emisiones de metano en relacién con los sistemas de

ovejas solamente.

En otro aspecto, el beneficio adicional en pastoreos mixtos es que se puede
disminuir la carga parasitaria de parasitos gastrointestinales como nematodos y
helmintos en ovinos, en co-pastoreo con ganado bovino, y mejorar la ganancia

diaria de peso de corderos post-destete (Rocha et al., 2008).
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3 CARACTERISTICAS NUTRICIONALES Y FERMENTATIVAS
DE PRADERAS ALFALFA-OVILLO EN PASTOREO MIXTO Y
MONOESPECIFICO

3.1 Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto de la edad de
praderas compuestas por alfalfa-ovillo con dos sistemas de pastoreo, mixto
(Pmx) de vacas con borregas, y monoespecifico (Pmn) de vacas, sobre la
composicién botanica y nutricional, digestibilidad y fermentacion ruminal in vitro.
El pastoreo fue rotacional intensivo con un promedio de utilizacion de tres dias y
32 dias de descanso. Se utilizd un disefio de parcelas divididas. La parcela
mayor fue la edad de la pradera con seis repeticiones y la parcela menor, el tipo
de pastoreo con dos repeticiones. La masa de forraje fue afectada por el
pastoreo, 1.4 veces mayor en Pmn que en Pmx (p<0.001); la edad de la
pradera y el sistema de pastoreo influyeron en la proporcion de alfalfa (p<0.05)
mayor para Pmx en praderas jovenes, la proporcién de pasto ovillo fue mayor
para Pmx (p<0.05). La digestibilidad de la materia organica (DIVMO) fue de
76% y 66% para praderas jovenes y maduras, respectivamente (p<0.05). Los
componentes quimicos y fermentativos no tuvieron efecto por edad de la
pradera y el sistema de pastoreo. Finalmente, a pesar de que no se presentaron
cambios significativos en las caracteristicas nutritivas y fermentativas por efecto
de pastoreo, el manejo de dos especies puede afectar la masa de forraje y la
composicién botanica.

Palabras clave: pastoreo mixto, pastoreo monoespecifico, edad, masa de
forraje, composicion quimica, digestibilidad de la materia orgénica.

Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacién Ganadera, Universidad Autbnoma Chapingo.
Autor: Bricia Plata Anaya.
Director de Tesis: Dr. Luis Alberto Miranda Romero
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3 NUTRITIVE AND FERMENTATIVE CHARACTERISTICS OF
ALFALFA-ORCHARD PASTURE UNDER MIXED AND
MONOSPECIFIC GRAZING

3.2 Abstract

The aim of this study was to determine the effect of age of alfalfa and orchard
grassland and two grazing systems, mixed (Pmx) cattle grazing with ewe lambs,
and single species grazing with cows (Pmn) on botanical and chemical
composition, digestibility and rumen fermentation in vitro. Grazing was rotational
intensive with an average of three grazing days and 32 days resting. The
experiment was carries out in a randomized block desing with a split plot
arrangement where pasture ages were whole plots with six replicates and
grazing systems were split plots. Hebage mass was affected by grazing system,
being 1.4 time higher in Pmn than in Pmx (p<0.001); the age of grasslands and
grazing systems influenced on alfalfa (p<0.05) it was higher on Pmx on younger
grasslands; the proportion ovillo grass was higher on Pmx (p<0.05).The
digestibility of organic matter (DIVMO) was 76% and 66% for young and mature
grasslands, respectively. The chemical and fermentative components had no
effect on age and grazing. Although there were no significant changes in the
nutritive and fermentative characteristics due to grazing systems, the
management of two species can affect herbage mass and the botanical
composition.

Keywords: mixed grazing, monospecific grazing, age, forage mass, chemical
composition, digestibility of organic matter.

Thesis of Master of Science in Livestock Innovation, Universidad Autbnoma Chapingo.
Author: Bricia Plata Anaya.
Advisor: Dr. Luis Alberto Miranda Romero
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3.3 Introduccidén

Los recursos forrajeros son parte fundamental en la nutricibn de rumiantes y
proveen aproximadamente 80% de la energia consumida por éstos (Barahona
& Sanchez, 2005). El potencial de los recursos forrajeros para la produccion
animal depende de su digestibilidad y del consumo voluntario de estos forrajes
por los rumiantes (Bruinenberg et al.,, 2000). La especie forrajera, edad,
cosecha, ambiente, practicas de manejo animal son factores que pueden
modificar el valor nutritivo del forraje (Shaver et al., 2002). La composicion
quimica y las pruebas de digestibilidad permiten estimar la proporcién de
nutrientes presentes en una racion que pueden ser absorbidos por el aparato
digestivo (Lachmann & Araujo, 1999). Buxton (1996), menciona que el retraso
de una semana en la recoleccion de alfalfa (Medicago sativa L.) disminuira la
digestibilidad y la concentracién de proteina bruta en 20 g kg™ y aumentara la
concentracion de la pared celular en aproximadamente 30 g kg™. Por otro lado,
el recurso forrajero se puede complementar mejor si la pradera contiene mas de
una especie vegetativa en un pastoreo mixto, debido a la preferencia del forraje
seleccionado por cada especie, dando como resultado una cantidad de masa
forrajera mas homogénea (Wright, Jones & Parsons, 2001). En relacién a la
selecciéon del forraje por los animales, el tipo de pastoreo puede influir en las
caracteristicas botanicas del forraje. Nicol et al. (2001), encontraron que la
cantidad de trébol rechazado fue mayor para el pastoreo monoespecifico de
vacas (13.5%) comparado con el pastoreo mixto con ovejas (9.5 %). La calidad
nutritiva del forraje seleccionado también se ve influenciada por el tipo de
pastoreo. Al respecto, Gonzalez et al. (2003), encontraron que el contenido de
DIMS, PC y FDN, fueron de 75, 21 y 41% respectivamente, en el forraje
seleccionado por vacas, y 77.5, 23.2 y 37.6% respectivamente, para el
consumo de borregas en pastoreo mixto. Por lo que el objetivo de la presente
investigacion fue determinar el efecto de la edad de la pradera y el sistema de

pastoreo en la calidad nutritiva y fermentativa de las praderas.
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3.4 Materiales y métodos

El experimento se realizo en el Médulo de Leche en Pastoreo y en el laboratorio
de Microbiologia Pecuaria de la Universidad Autonoma Chapingo. El area de
estudio se ubica sobre las coordenadas 19°29’ N, 98° 54’ O y altitud de 2240
msnm el clima es templado subhimedo, con lluvias en verano y precipitacion y
temperatura media anual de 636.5 mm y 15.2 °C, respectivamente (Garcia,
1988).

Previo al muestreo de forraje, cuatro praderas de 12,000 m? cada una, de uno,
dos, tres y cuatro afios de edad, las cuales estuvieron compuestas de alfalfa
(Medicago sativa L.) y pasto ovillo (Dactylis glomerata L.), fueron divididas en
tres lotes de 4,000 m% En cada lote se integraron dos sistemas de pastoreo
intensivo rotacional: monoespecifico (cinco vacas Holstein Neozelandés en
produccion de 522 + 77 kg) y mixto (cinco vacas Hostein Neozelandés y 18
borregas Pelibuey de 45 + 4 kg), replicado, con periodos de ocupacién
promedio de 3 dias y periodos de descanso de 32 dias. El area total de trabajo
fue de 4.8 ha. Para la asignacion diaria de forraje, se consideré: a) el peso de
las vacas, b) un consumo absoluto de 3.2 kg MS 100 kg PV* d?, c) la materia
seca del suplemento y, d) la eficiencia de las cosechas del forraje por encima

de 5 cm de altura de 70 %.

El manejo animal: las vacas se ordefiaron diariamente en dos horarios: 6:30 y
15:30 h. Después de la ordefia cada vaca recibidé 3.6 kg MS de concentrado y
4.3 kg MS de heno de alfalfa. El resto del dia, las vacas permanecieron en el
area de pastoreo. Las borregas estuvieron en el area de pastoreo entre las 8:00
y 18:00, el resto del tiempo permanecieron en un corral con agua limpia y fresca

ad libitum.

Posterior al primer ciclo de pastoreo, se procedio a realizar el muestreo del
rebrote de forraje en las praderas, durante la época de verano (agosto-
septiembre, 2015). Para estimar la cantidad de masa de forraje, se hizo cuatro

cortes en franjas de 0.52 m x 8 £ 1.8 m, con una podadora marca Trupper® P-
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520 a una altura de 5 cm, la masa forrajera presente por debajo de los 5 cm se
cosecho con tijeras a ras de suelo. Para determinar la composicion boténica, se
procedié a seleccionar al azar cuatro sitios de 0.25 m? dentro del lote, para lo
cual se us6 un cuadrado metalico de 0.5 x 0.5 m. Las muestras de forraje, se
secaron en una estufa de circulacion forzada de aire, a 55°C por 48 h, se
molieron en un molino (Wiley® 4) con criba de 1 mm, y se almacenaron para su

analisis quimico y fermentativo.

Tratamientos: los tratamientos fueron resultado de dos sistemas de pastoreo:
monoespefico (Pmn) y mixto (Pmx), y dos edades de praderas: jévenes (uno y
dos afios) y maduras (tres y cuatro afios), con tres repeticiones por tratamiento
y dos dentro de lote (3x2). Los lotes fueron asignados al azar a grupos de vacas

segun el sistema de pastoreo (Pmn o Pmx).

Las variables se agruparon en: masa de forraje, composicion botanica y
quimica, digestibilidad y fermentacion ruminal in vitro. Para la composicion
botanica, las muestras total de forraje fresco se pesaron e inmediatamente
después se separaron en tres componentes: alfalfa, pasto ovillo y otros (maleza
y pastos no sembrados), los cuales fueron secado en estufa a 65 °C por 48 h'y
se pesaron para determinar la materia seca. La proporcion de cada componente

se expresod en porcentaje base seca.

Composicion quimica: las muestras de forraje seco de cada pradera se uso
para cuantificar el contenido de proteina cruda, cenizas, extracto etéreo, y
extracto libre de nitrégeno (AOAC, 1990); fibras insolubles en detergentes acido
y neutro (Georing & Van Soest, 1970), con un ANKOM?® Fiber Analyzer USA.

Digestibilidad y fermentacion ruminal in vitro: se determind indirectamente
por la técnica de produccién de gas (Menke & Steigass, 1988). En frascos de
125 mL de capacidad, se adicionaron 500 mg MS de forraje, 90 mL de inéculo
ruminal diluido (1:10) en una solucion mineral reducida, y un flujo continuo de

COa,. Los frascos se cerraron herméticamente con un tapén de goma y un aro
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de aluminio y se incubaron a 39°C en un bafio maria por 72 h. El volumen de
gas de fermentacion se midi6é a las 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 42, 48,
60, y 72 horas de incubacion. Al término de la incubacion, el residuo de sustrato
fermentado fue filtrado en papel a peso constante, secado a 65°C por 48 h en

estufa y pesado, para determinar la materia seca residual.

El indculo ruminal se obtuvo mediante una sonda de plastico de cinco ovejas en
pastoreo de las unidades experimentales. Cada litro de solucion mineral
reducida contenia Na,COs; (0.6 g), K;HPO, (0.45 g), KH,PO, (0.45 g),
(NH4)>S0O4 (0.45 g), NaCl (0.9 g), MgSOq4 (0.18 g), CaCl, (0.12 g), Na,S (0.25 g),
L-Cisteina (0.25 g) y una gota de resarzurina (0.1%).

Con el volumen de gas se obtuvieron el volumen méximo (Vm; mL g%), tasa (S;
h) y tiempo de retardo (L; h) del modelo logistico Vo=Vm/(1+exp®@*s ()
(Schofield, Pitt & Pell, 1994), mediante el procedimiento NLIN de SAS. Ademas,
se obtuvieron los volumenes fraccionales de gas para los intervalos de 0 a 8
(Vfog); 8 @ 24 (Vfg24) Y 24 a 72 (Vfas72) horas de incubacién. Posteriormente
fueron transformados a fracciones de rapida (FR), media (FM) y lenta
fermentacién (FL) de acuerdo con los modelos Vfyg=0.4266*(mg FR); Vfs.
24=0.6152*(mg FM), y Vfo.7,= 0.3453*(mg FL) (Miranda-Romero et al., 2015).
La fraccion fermentable total (FT) se obtuvo mediante la suma de las tres

fracciones anteriores.

La digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) y de la materia organica
(DIVMO), se determiné calculando el porcentaje de la MS o MO digeridas.
Estas ultimas se obtuvieron por diferencia de la MS o MO inicial menos MS o
MO residual.

Andlisis estadistico: se utilizo el procedimiento Proc Mixed de SAS 9.3 y el

modelo estadistico que incluy0 los efectos fijos de pastoreo, pradera,
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interaccidn pastoreo*pradera y, los efectos aleatorios de repeticion dentro de la
interaccion pastoreo*pradera (Ecuacion 1).

Yijk = pu+ pastoreo; + pradera; + pastoreo * pradera;;
+ aleatorio repeticién (pastoreo * pradera) + €ijk
1)
Donde:
Yijk= forraje, alfalfa, ovillo, otros, PC, FDN, FDA, Ce, EE, Vm, S, L, FR, FM, FL,
FT, DIVMS, DIVMO.
pastoreo; = Pmx, Pmn.

praderaj= jovenes y maduras

3.5 Resultados y discusion

En el Cuadro 2 se muestra la cantidad de forraje (kg ha™) producido por efecto
del sistema de pastoreo y la edad de la pradera. No hubo efecto (P>0.05) de
edad de la pradera ni de la interaccibn pradera*pastoreo. El pastoreo
monoespecifico indujo 1.4 veces mas (P<0.0001) forraje que cuando se usa
pastoreo mixto. Mendiola-Gonzalez et al. (2007), encontraron un
comportamiento similar en cuanto a masa de forraje producido en praderas de
alfalfa-ovillo con pastoreo mixto o monoespecifico de becerras y borregas.
Contrario a lo reportado por Jiménez-Rosales et al. (2014), donde la masa de

forraje fue mayor para el Pmx con 18% (P<0.01).

La interaccién pastoreo*pradera solo afecté la proporcion de alfalfa (P<0.05)
(Figura 1). La interaccion indica que la proporcién de alfalfa es mayor en
praderas jévenes que maduras, pero cuando se aplica un pastoreo mixto éste
induce una menor proporcion de alfalfa al usar praderas maduras, y una mayor

proporcion cuando se pastorean praderas jovenes.

El efecto de la edad de la pradera y el sistema de pastoreo en su composicion

botanica se muestran en el Cuadro 2. Las praderas jovenes tuvieron mayor
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(P<0.05) proporcion de alfalfa que las praderas maduras (40.5 vs 12.3%), en
concordancia con pastos no sembrados y maleza (otros), en los que en las
praderas jévenes es menor con relacion a las maduras (39.9 vs 69.3%). La

proporcion del pasto ovillo fue similar para ambas edades de praderas (P>0.05).

Cuadro 2. Cantidad y composicion botanica del forraje de praderas jovenes y
maduras de alfalfa-ovillo después de ser pastoreadas en sistema mixto o
monoespecifico.

Masa de
. Alfalfa Ovillo Otros ¥
forraje
kg ha™ S R —
Sistema de
pastoreo
Monoespecifico 25961162 25.615.6 16.5£2.6 58.0+6.2
Mixto 1883+158 27.145.6 21.8£2.5 51.04£6.1
p - ns * *
Pradera”
Joven 22984209 40.5+7.8 19.643.2 39.948.5
Madura 21814210 12.3+£7.8 18.6+3.2 69.348.5
p ns * ns *
p Pastoreo*Pradera ns * ns ns

P jovenes (uno y dos afios), maduras (tres y cuatro afios)

*Maleza y pastos nos sembrados, diferentes al ovillo.

p = probabilidad; ns, no significativo; *p<0.05.

Respecto al sistema de pastoreo, éste no afectd la proporcién de alfalfa
(P>0.05) pero si la de pasto ovillo y otros (P<0.05). El pastoreo mixto promueve
mayor (P<0.05) crecimiento de pasto ovillo y reduce (P<0.05) la maleza y pasto
no sembrado (Cuadro 2). Jiménez-Rosales et al. (2014), también encontraron
efectos (P<0.0001) del Pmx en la proporcion de alfalfa y del Pmn en la del
pasto ovillo; sin embargo fue diferente a la presente investigacion respecto a la
maleza ya que no se encontr6 efecto (P>0.05). Esta diferencia puede atribuirse
a que en la presente investigacion se encontré pastos no sembrados diferentes

de ovillo, junto con la maleza y material muerto. Sanderson et al. (2005)
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encontraron una proporcion mayor de pastos no sembrados (Elytrigia repens
Nevski.) y malezas (46%), en praderas sembradas con pasto ovillo y trébol
blanco y pastoreadas por vacas lecheras, respecto de praderas con mayor

namero de especies sembradas.
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Figura 1. Proporcion de alfalfa en praderas jovenes y maduras de alfalfa-ovillo,
después de ser pastoreadas en un sistema mixto o monoespecifico.
Mixto, cinco vacas Holstein Neozelandés mas 18 borregas; monoespecifico, cinco vacas

Holstein Neozelandés. Jévenes, uno y dos afios; maduras, tres y cuatro afios.

Las leguminosas como la alfalfa y el trébol blanco en praderas mixtas pueden
presentar un desarrollo inconsistente y pueden ser mas sensibles al manejo con
pastos, pero también el suelo y clima pueden afectar la proporcion de las

leguminosas durante el tiempo, en praderas mixtas (Frasser et al.,2007).

Respecto a los componentes nutritivos del forraje, el contenido de cenizas fue
afectado (P<0.05) por la interaccion pradera*pastoreo como se muestra en la
Figura 2. Se observd que la proporcion de cenizas fue mayor en praderas
maduras respecto a las jévenes. Sin embargo, el pastoreo mixto indujo una
disminucién en el contenido de cenizas en las praderas maduras y un

incremento en las praderas jovenes. Los contenidos de PC, EE, FDN y FDA
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(Cuadro 3), no fueron afectados por la edad de la pradera o sistema de
pastoreo y tampoco hubo interaccién de estos factores (P>0.05).

Cuadro 3. Proteina cruda (PC), extracto etéreo (EE), cenizas (Ce), fibra
detergente neutra (FDN) y acida (FDA) de forraje de praderas de alfalfa-ovillo
en dos sistemas de pastoreo y edades.

PC EE Ce FDN FDA
------ %

Pastoreo

Mono 17.4+0.7 1.7+.08 13.6+0.4 52.2+1.7 27.3+0.9

Mixto 17.7+£0.7 1.6+.07 14.9+0.4 50.2+1.6 26.8+0.8
p ns ns * ns ns
Pradera®

Joven 18.4+0.9 1.8+.09 14.0+£0.5 50.0£2.0 28.4+1.0

Madura 16.6+0.9 1.6+.09 14.5+0.5 52.5+2.0 25.8+1.0
p ns ns ns ns ns
p Pastoreo*Pradera ns ns ** ns ns

P jovenes (uno y dos afios), maduras (tres y cuatro afios)
p = probabilidad; ns, no significativo; *p<0.05; **p<0.01.

Gonzalez et al. (2003) tampoco encontraron diferencia (P>0.05) en el contenido
de PC y FDN en forrajes, cuando se pastoreo las praderas con vaquillas y
borregas, respecto al pastoreo monoespecifico de borregas o vaquillas. Abaye
et al. (1994) encontraron que la calidad nutritiva (PC, FDN y FDA) del forraje
donde pastaron vacas con borregas, fue intermedia con respecto a la calidad de
praderas pastoreadas con borregas o vacas, sin embargo, los investigadores
observaron menores concentraciones de PC vy la digestibilidad in vitro de la

materia seca (DIVMS) en los meses de julio y septiembre.
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Con relacion a la variable de fermentacion y digestibilidad (Cuadro 4), no se
encontrd interaccion pradera*pastoreo (P>0.05) para ninguna de las variables
determinadas (Vm, S, L, DIVMS y DIVMO). El sistema de pastoreo tampoco
afectd (P>0.05) dichas variables, pero las DIVMS y DIVMO variaron (P<0.05) de
acuerdo a la edad de la pradera. Las praderas jovenes se digieren menos que
las praderas maduras; sin embargo no se modifican (P>0.05) los pardmetros de

fermentacion.
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Figura 2. Proporcion de cenizas en forraje de praderas jovenes y maduras de
alfalfa-ovillo, en pastoreo mixto (Pmx) o monoespecifico (Pmn).
Jovenes, uno y dos afios; maduras, tres y cuatro afios. Pmx, cinco vacas Holstein Neozelandés

mas 18 borregas; Pmn, cinco vacas Holstein Neozelandés.

Estos resultados difieren de los de Buxton, (1996) que mencioné una alta
correlacién entre la edad del forraje y la digestibilidad, debido a un cambio en la
proporcion de hojas, donde las leguminosas camban de hoja ligeramente con el
tiempo, mientras que las hojas de gramineas disminuye méas notablemente. Sin
embargo, la disminucién de hojas de gramineas es mas lenta que las de vainas
foliares o tallos, y da como resultado una disminucion mas rapida en la
digestibilidad de gramineas perennes por la edad y la madurez que de las

leguminosas.
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Por otro lado, Fick y Onstad (1988), indican que para la alfalfa de 35 dias de
edad la tasa de aumento en la concentracién de FDN es de 3.8 g kg™ d*, y que
el retraso de unos pocos dias en la cosecha de alfalfa puede reducir
notablemente la calidad de la leguminosa. El retraso de la cosecha en una
semana puede disminuir la digestibilidad y la concentracién de proteina bruta en
unos 20 g kg™ y aumentar la concentracién de FDN en 30 g kg ™.

Cuadro 4. Variables de producciéon de gas y digestibilidades in vitro de la MS y
MO del forraje de praderas de alfalfa-ovillo en dos sistemas de pastoreo y
edades.

Variables de produccién de gas Digestibilidad
Vm S L MS MO
mL g* ht h %
Sistema
pastoreo
Mono 264+1.0 .022+.001 4.9+0.83 59+2.0 69+1.9
Mixto 26549.7 .024+.001 5.6+0.82 60+1.9 72+1.8
p ns ns ns ns ns
Edad pradera P
Joven 268+13 .023+.001 3.7¢1.1 57+2.0 66%2.2
Madura 261+13 .024+.001 6.8£1.0 63.2+2.0 76%2.2
p ns ns ns * **
P Sistema*edad ns ns ns ns ns

P joven (uno y dos afios), madura (tres y cuatro afios)

Vm=Volumen maximo de gas de fermentacion in vitro, S=taza de fermentacién, L=tiempo lag,
MS=materia seca, MO=materia organica.

p = probabilidad; ns, no significativo; *p<0.05.

La mayor digestibilidad de praderas maduras con respecto a las jévenes en
éste estudio pudo deberse a la proporcion de alfalfa-ovillo con respecto a
malezas y pasto no sembrado. Al respecto, Molina et al. (2013) encontraron que
la digestibilidad de las gramineas es menor (48%), con respecto al de

leguminosas (55.9%) en forrajes tropicales, pero las proporciones entre
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graminea-leguminosa lograron cambiar la digestibilidad en un 42.9, 45y 49.6%
para 90-10, 80-20, 70-30, respectivamente, la proporcion graminea-leguminosa.

Para las fracciones fermentables (Cuadro 5), tampoco se encontr6 interaccion
pradera*pastoreo para ninguna de las variables determinadas. Las fracciones
fermentables de las praderas fueron iguales, independientemente el tipo de

pradera o el tipo de pastoreo llevado a cabo.

Cuadro 5. Fracciones fermentables del forraje de praderas de alfalfa-ovillo en
dos sistemas de pastoreo y edades

FR (VMg.g) FM (VMg_24) FL(VM34.72) FT
————————————————————————————————— mL g*
Pastoreo
Mono 105+10 118+14 42010 642+24
Mixto 101+9 120+14 42749 658+23
p ns ns ns ns
Pradera”
Joven 102 13 119+20 416+10 636+30
Madura 103+13 120+20 430+11 653+30
p ns ns ns ns
p Pastoreo*Pradera ns ns ns ns

P jovenes (uno y dos afios), maduras (tres y cuatro afios)

FR, FM, FL= fracciones de rapida, mediana y lenta fermentacion, que corresponden al volumen
de gas producido en los periodos de 0-8, 8-24 y 24 a 72 h de incubacién. FT=fraccion total
(suma de FR; FM, y FL).

p = probabilidad; ns, no significativo.

3.6 Conclusiones

Las caracteristicas nutritivas y fermentativas de la pradera de alfalfa-ovillo se
mantienen constantes en los sistemas de pastoreo mixto y monoespecifico. La
edad de la pradera, determina el aporte de alfalfa y la presencia de especies
espontaneas, el efecto de la edad de la pradera sobre el aporte de alfalfa es

dependiente del sistema de pastoreo.
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El sistema de pastoreo aun cuando no es un factor que impligue cambios en
caracteristicas nutritivas y fermentativas, si puede marcar diferencia en la

cantidad de masa de forraje presente.
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4 EDAD DE PRADERAS Y SISTEMA DE PASTOREO SOBRE
ASIMILACION DE FORRAJE ESTIMADA POR PRODUCCION
DE GAS

4.1 Resumen

El objetivo del presente estudio fue generar informacion sobre la aplicacion de
la técnica de produccion de gas (TPG) para el estudio de la asimilacion de
dietas para rumiantes en pastoreo. Con tal fin, se determinaron el consumo
aparente, la digestibilidad aparente, la asimilacion de la dieta y el indice de
emision potencial de gases de fermentacion (IEPGF) de praderas de alfalfa-
ovillo de dos edades (jovenes y maduras) con dos sistemas de pastoreo, mixto
(Pmx, vacas lecheras en produccién con borregas de cria) y monoespecifico
(Pmn, vacas lecheras). Se utilizé un disefio completamente al azar con un
arreglo en parcelas divididas en el que la parcela mayor fue la edad de la
pradera con seis repeticiones y la parcela menor, el sistema de pastoreo con
dos repeticiones. Diariamente se proporcioné 7.9 kg vaca® de alimento
suplementario. Se tomaron muestras de forraje ofrecido y residual para
determinar: masa de forraje (kg ha™), volumen méaximo (Vm; mL g%), tasa (S; h°
!y y fase lag (L, h) de la fermentacién in vitro. También se tomaron muestras de
forraje residual y heces para calcular la digestibilidad aparente de materia seca,
y su Vm. La asimilacion (ASIVm; mL g) de la pradera y el indice de emision
potencial de gases de fermentacién (IEPGF; hL lote™ d), se estimaron como:
ASIVm=VmAT-Vmheces; |IEPGF=(VmAT*kg MS AT) - (Vmheces*kg MS
heces), donde AT=forraje+suplemento. El consumo aparente de la MO y la
asimilacion de la dieta no fueron afectados (p<0.05) por el sistema de pastoreo
y la edad de la pradera. La digestibilidad de la materia seca fue 5% mayor con
Pmn y 19% mayor en praderas maduras. El IEPGF fue mayor con el Pmx
(p<0.01), lo que indic6 que hubo mayor asimilacién por fermentacién en Pmx e
impacto al ambiente. La TPG ofrece informacién util para caracterizar sistemas
de pastoreo.

Palabras clave: fermentacion in vitro, pastoreo mixto, edad de pradera,
asimilacion, impacto ambiental.
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4 AGE OF PASTURES AND GRAZING SYSTEM ON HERBAGE
ASSIMILATION ESTIMATED BY GAS PRODUCTION

4.2 Abstract

The study was aimed at producing information on the use of the gas production
technique (GPT) in the study of assimilation of grazing ruminants diets; to achieve
that objective, an experiment was carried out on alfalfa and orchard grass
pastures of different age (young and mature), with two grazing systems, mixed
grazing of dairy cows with breeding ewes (Pmx), and single species grazing with
dairy cows (Pmn). Response variables were, apparent feed intake, apparent
digestibility, assimilation of the diet and the index of potential emission of
fermentation gases (IPEFG). The experiment was carried out in a randomized
block design with a split plot arrangement where pasture ages were whole plots
with six replicates and grazing systems were split plots. Cows received daily 7.9
kg cow™ of supplementary feed. Samples were taken of herbage on offer and
residual herbage, in order to measure herbage mass (kg ha™), herbage gas
production (Vm; mL g™), fermentation rate (S, h™) and lag phase (L, h) using an in
vitro fermentation technique. Samples of residual herbage and feces-Cr,O3 Iin
order to calculate apparent dry matter digestibility, and its Vm. Herbage
assimilation (ASIVm; mL g?) and IPEFG (hL experimental unit® d™) were
estimated as ASIVm=VmAT-Vmfeces; IPEFG =(VmAT*kg MS AT) — (Vmfeces*kg
MS feces), where AT=herbage+supplementary feed. Organic matter apparent
intake and diet assimilation were not affected (p>0.05) by grazing system or age
of pastures. Dry matter digestibility was 5% higher in Pmn and 19% higher in
mature pastures. The IPEFG was higher in Pmx (p<0.01), which means higher
assimilation through fermentation and higher environmental impact. The gas
production technique produces information valuable for the characterization of
grazing systems.

Key words: in vitro fermentation, mixed grazing, age of grassland, assimilation,
environmental impact.

Thesis of Master of Science in Livestock Innovation, Universidad Autonoma Chapingo.
Author: Bricia Plata Anaya.
Advisor: Dr. Luis Alberto Miranda Romero
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4.3 Introduccidén

El valor nutritivo de los forrajes comprende el nivel de consumo, contenido de
nutrientes y digestibilidad (Giraldo, Gutiérrez & RuUa, 2017). La especie y
variedad de forraje, madurez a la cosecha, corte, ambiente, practicas de
produccion animal son factores que pueden modificar el valor nutritivo del
forraje, los cuales inciden los costos de alimentacion y el comportamiento
productivo animal (NRC, 2001; Shaver et al., 2002). La proporcién de nutrientes
digeridos y absorbidos en el tracto digestivo se le conoce como digestibilidad
aparente in vivo, la cual puede determinarse por diversas técnicas de campo y
laboratorio (Giraldo, L.A., Gutierrez, L.A., & Rua, 2007).

La determinacion de la digestibilidad aparente en sistemas pastoriles se
complica debido a la necesidad de conocer la cantidad total de heces
excretadas, por lo que se han usado la inclusion de marcadores internos y/o
externos (como el 6xido de cromo) en dietas, para estimar la cantidad de heces
a partir de una muestra representativa de las mismas (Rodriguez et al., 2007).

La técnica de produccion de gas (TPG) es una técnica que predice no solo la
digestibilidad in vitro, simulando la fermentacién ruminal de los alimentos, sino
también las fracciones fermentables solubles e insolubles de los alimentos a la
vez que proporcionan informacion sobre la dinamica de la fermentacién del
forraje (Khan et al.,, 2003). Se han comparado datos obtenidos de diversas
investigaciones in vitro con los de experimento in situ e in vivo, donde han
encontrado una correlacion alta entre la produccién de gas a las 24h y la
digestibilidad in vivo de la MO; recientemente se investiga la aplicacién de la
TPG como un indicador en la asimilacion de la dieta in vivo y en la
cuantificacion de las fracciones fermentables de los alimentos (Miranda et al.,
2015a; Miranda et al., 2015b; Véazquez, 2016); sin embargo, no hay
investigaciones enfocadas al uso de esta técnica como indicador de la
asimilacion in vivo en sistemas pastoriles, por lo tanto el objetivo de la presente
investigacion fue determinar el efecto del tipo de pradera (jévenes y maduras) y

pastoreo (mixto y monoespecifico) en la asimilacién de la dieta, comparando la
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digestibilidad aparente y las variables estimadas por la técnica de produccion de

gas.

4.4 Material y métodos

El experimento se realiz6 en el Mdédulo de Leche en Pastoreo y en el laboratorio
de Microbiologia Pecuaria de la Universidad Autonoma Chapingo. El area de
estudio se ubica sobre las coordenadas 19°29' N, 98° 54’ O y altitud de 2240
msnm el clima es templado subhimedo, con lluvias en verano y precipitacion y
temperatura media anual de 636.5 mm y 15.2 °C, respectivamente (Garcia,
1988).

Se usaron cuatro praderas de 12,000 m? cada una de 1, 2, 3y 4 afios de edad,
las cuales estuvieron compuestas de alfalfa (Medicago Sativa L.) y pasto ovillo
(Dactylis glomerata L.). Las praderas fueron divididas en tres lotes de 4,000 m?,
en cada lote se integraron dos sistemas de pastoreo intensivo rotacional:
monoespecifico (cinco vacas Holstein Neozelandés en produccion de 522 + 77
kg de peso vivo) y mixto (cinco vacas Hostein Neozelandés y 18 borregas de 45
+ 4 kg de peso vivo), replicado dentro de lote. Los periodos de ocupacion medio
fueron de 3 dias y los periodos de descanso de 32 dias durante la época de
verano (agosto-septiembre, 2015). El &rea total de trabajo fue de 4.8 ha. Para la
asignacion diaria de forraje, se considerd: a) el peso de las vacas, b) consumo
absoluto de 3.2 kg MS 100 kg PV™* d*, c) la materia seca del suplemento y, d)
la eficiencia de las cosechas del forraje por encima de 5 cm de altura de 70 %.

El manejo animal: las vacas se ordefiaron en dos veces al dias en dos
horarios: 6:30 y 15:30 h. Después de la ordefia cada vaca recibié 3.6 kg MS de
concentrado y 4.3 kg MS de heno de alfalfa (Cuadro 6). El resto del dia, las
vacas permanecieron en el area de pastoreo. Las borregas estuvieron en el
area de pastoreo entre las 8:00 y 18:00, el resto del tiempo permanecieron en
un corral con agua limpia y fresca a voluntad. Después del primer ciclo de

pastoreo (35 dias) para adaptacidon, se iniciaron los muestreos de forraje
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ofrecido (FO) antes de introducir a los animales, y de forraje rechazado después
de los 3 dias de ocupacion de la pradera.

Tratamientos: los tratamientos fueron resultado de dos sistemas de pastoreo:
monoespefico (Pmn) y mixto (Pmx), y dos edades de praderas: jévenes (uno y
dos afios) y maduras (tres y cuatro afios), con tres repeticiones por tratamiento
y dos dentro de lote (3x2). Los lotes fueron asignados al azar a grupos de vacas

segun el sistema de pastoreo (Pmn o Pmx).

Cuadro 6. Composicion quimica del concentrado y el heno de alfalfa ofrecido
posterior a la ordefa.

Componente Concentrado Heno de alfalfa
Materia seca, (MS) % 94.0 94.0
Proteina cruda, % MS 20.0 10.8
Extracto etéreo, % MS 0.9 25

Fibra detergente neutro, % MS 17.4 40.1

Fibra detergente acido, % MS 2.2 23.8
Cenizas, % MS 21.0 12.0
Energia metabolizable® Mcal kg-1 MS 3.1 2.5

¥ Estimada a partir de FDA.

Digestibilidad y fermentacién ruminal in vitro: se tomaron muestras de
forraje ofrecido y residual, y del suplemento. El forraje contenido en un area de
0.25 m? de la pradera fue cosecha manualmente, en sitios paralelos a los cortes
previamente hechos para estimar el forraje ofrecido y residual. Las muestras
fueron secadas en una estufa de circulacion forzada de aire a 55°C a peso
constante, se molieron en un molino Wiley® 4 con criba de un mm, y se

almacenaron para posteriormente realizar las pruebas de fermentacion.

La fermentacion ruminal in vitro se determiné indirectamente por la técnica de
produccion de gas (Menke & Steigass, 1988). En frascos de 125 mL de
capacidad, se adicionaron 500 mg MS de forraje o suplemento, 90 mL de
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in6culo ruminal diluido (1:10) en una solucién mineral reducida, y un flujo
continuo de CO,. Los frascos se cerraron herméticamente con un tapén de
goma y un aro de aluminio y se incubaron a 39°C en un bafio maria por 72 h. El
volumen de gas de fermentacién se midi6 a las 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 30,
36, 42, 48, 60, y 72 horas de incubacion. Al término de la incubacion, el residuo
de sustrato fermentado fue filtrado en papel a peso constante, secado a 65°C
por 48 h en estufa y pesado, para determinar la materia seca residual. El
in6culo ruminal se obtuvo mediante una sonda de plastico de cinco ovejas en
pastoreo de las unidades experimentales. Cada litro de solucion mineral
reducida contenia Na,COs; (0.6 g), K;HPO, (0.45 g), KH,PO, (0.45 g),
(NH4)2SO4 (0.45 g), NaCl (0.9 g), MgSO, (0.18 g), CaCl, (0.12 g), Na,S (0.25 g),
L-Cisteina (0.25 g) y una gota de resarzurina (0.1%).

Con el volumen de gas se obtuvieron el volumen méaximo (Vm; mL g*%), tasa (S;
h) y tiempo de retardo (L; h) del modelo logistico Vo=Vm/(1+exp®@*s (D)
(Schofield & Pell, 1994), mediante el procedimiento NLIN de SAS. La
digestibilidad in vitro de la materia organica (DIVMO) se determiné calculando el
porcentaje de la MO digerida. Estas Gltimas se obtuvieron por diferencia de la

MO del sustrato original menos la del residuo de fermentacién.

Digestibilidad aparente de la materia seca y organica (DAMS, DAMO): se
estimé la cantidad de masa de forraje ofrecido (FO) y residual (FR), para lo cual
en cada lote se hicieron cuatro cortes en franjas de 0.52 m x 8 £ 1.8 m, con una
podadora (Trupper® P-520) a una altura de 5 cm. La masa por debajo de los 5
cm se cosecho con tijeras a ras de suelo. La masa de FR se estimé con franjas
paralelas a las de FO, de igual forma. Las muestras frescas se pesaron y
posteriormente se secaron a 55°C por 48 h, en una estufa de circulacion
forzada de aire y se pesd la materia seca para calcular la masa de forraje
ofrecido y residual (kg ha™). El consumo o cantidad de forraje cosechado por

vaca segun el sistema de pastoreo, se estimd por diferencia del FO y FR
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(Lantinga et al., 2004). El consumo de alimento total (AT) correspondié al CF

mas la cantidad de suplemento (kg vaca™ d™).

La cantidad de heces excretadas por los animales, se estim6 mediante el uso
de 6xido de cromo (Cr,03) como marcador externo (Geerken et al., 1987), para
lo cual se les dio 5 g de Cr,0O3 por vaca, después de cada ordefia y 0.4 g por
borrega, antes y después del periodo de pastoreo. Se recolectaron muestras
rectales de heces de los animales, durante el ultimo dia de pastoreo en cada
potrero. Las muestras se secaron en una estufa de circulacion forzada de aire a
55°C hasta peso constante y, se molieron en un molino Wiley® 4 con criba de
1mm. La concentracién de cromo se determiné de acuerdo a la metodologia
descrita por Fenton y Fenton, (1979), y la produccion de heces se calculé con
ecuacion PF=DM/CMH (Penning, 2004), donde: PF es la Produccién fecal (g
MS d*); DM es la dosis del marcador (g MS d*) y CMH es la concentracion del
marcador en heces (g g™). La produccién fecal (PF) total de cada lote se dividi6

entre el nimero de animales por lote de cada tratamiento.

El consumo aparente de la materia seca o materia organica (CAMS, CAMO) (kg
vaca® d?), correspondié a la diferencia de la materia seca u organica total

consumida (AT) y de la materia seca u organica residual (FR).

La digestibilidad aparente en materia seca u organica (DAMS, DAMO) (%), se
determiné a partir de la diferencia del CAMS u CAMO vy la produccién de heces
(PF) de acuerdo con la ecuacién: DAMS = [(CAMS-PF)/CAMS]*100

Estimacién de la asimilacion por la TPG: la asimilacion del alimento (ASIVmM)
se obtuvo por diferencia del volumen (mL g™*) maximo de gas producido por el
alimento total (VmAT) y por heces (Vmheces) (Ecuacion 2). El Vm del alimento
total se obtuvo de acuerdo a la proporcion de forraje y suplemento consumidos
para cada lote. Cuando ASIVm fue expresada en porcentaje (%ASIVm), ésta se

dividié entre VmAT y se multiplicé por 100 (Ecuacion 3).
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ASIVm = Vm AT — Vm heces

(2)

PASIVM — Vm AT — V'm heces 100
m= Vm AT x

3)

Se estimd también el indice de emisidn potencial de gases de fermentacion
(IEPGF) considerando el VmMAT y Vmheces, multiplicados por la cantidad
respectiva de materia seca total (kg) por lote de animales por dia (Ecuacion 4).

IEPGF = (Vm AT * kg MS AT) — (Vm heces * kg MS heces)
4)
Analisis estadistico

Se utilizo el procedimiento Proc Mixed de SAS 9.3 y el modelo estadistico que
incluyo los efectos fijos de pastoreo, pradera, interaccion pastoreo*pradera vy,
los efectos aleatorios de repeticion dentro de la interaccion pastoreo*pradera

(Ecuacion 5).

Yijx = u+ pastoreo; + praderaj+ pastoreo = pradera;;

+ aleatorio repeticion (pastoreo = pradera) + e;jy
)
Donde

Y representdo Vm, S, L, DIVMO del FO y FR, el consumo aparente en materia
seca (CAMS) y organica (CAMO); digestibilidad aparente en materia seca
(DAMS) y organica (DAMO); asimilacion de alimento por medio de la TPG
(ASIVm); el porcentaje de la asimilacion del alimento (PASIVmM) y el IEPGF.
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pastoreo; = Pmx, Pmn.

praderaj= jévenes y maduras

4.5 Resultados y discusién

No se encontré interaccion (P>0.05) pradera*pastoreo para ninguna de las
variables analizadas. Los parametros de produccion de gas (Vm, S y L) del
forraje ofrecido y forraje residual (Cuadro 7) no fueron afectados (P>0.05) por el
sistema de pastoreo, pero la del forraje residual fue mayor en el sistema de
pastoreo monoespecifico (P<0.05), lo que indica que el forraje dejado por las
vacas en este Ultimo sistema, es de mayor calidad nutritiva que el del sistema
de pastoreo mixto, posiblemente debido a que las borregas tienden a
seleccionar estratos de forraje mas inferiores que las vacas (Castro et al., 2015;
Nicol, Griffiths & Edwards, 2007).

Cuadro 7. Parametros de la cinética de fermentacion y digestibilidad in vitro de
la materia organica (DIVMO) del forraje ofrecido y residual de alfalfa-ovillo, en
dos sistemas de pastoreo.

Parametros de la cinética fermentacion

Vm S L DIVMO
Forraje Sistema de N N %
mL g h H
pastoreo
_ Monoespecifico 264+1.0 .022+.001 4.9+0.83 69+1.9
Ofrecido .
Mixto 265+9.7 .024+.001 5.6+0.82 72+1.8
p ns ns ns ns
. Monoespecifico 255+10 .023+.001 5.5+1.3 68+2.2
Residual _
Mixto 24410 .022+.001 4.9+1 63+2.2
p ns ns ns *x

Vm, volumen maximo a 72 h de incubacién; S, tasa de produccién de gas; L, tiempo lag;
DIVMO, digestibilidad in vitro de la materia organica.
p = probabilidad; ns, no significativo; **p<0.01.

Con respecto a la edad de la pradera, se observo que los parametros de la
cinética de fermentacion para el forraje ofrecido, fueron similares (P>0.05) para
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praderas jovenes y maduras; sin embargo, la DIVMO fue 15% mayor (P<0.01)
en las praderas maduras (Cuadro 8). La mayor digestibilidad pudo deberse a la
maleza y pasto no sembrado, los cuales representaron mas del 54% en las
praderas maduras. Zhong et al., (2016) encontraron que praderas de
gramineas-leguminosa producen menos gas de fermentacion conforme avanza
la edad a la cosecha, y se sabe que la calidad nutricional de las praderas se
relaciona inversamente con la madurez del forraje (Mitsumori & Sun, 2008). En
el forraje residual, la edad de las praderas no influyé en la cinética de
fermentaciéon y DIVMO (Cuadro 8). Varios estudios han comparado la
produccién de gas entre gramineas y leguminosas pero los resultados de estos
estudios varian con respecto a las especies, estados de madurez y medio
ambiente (Ammar et al., 2010), pero estos aspectos no afectaron la
fermentacién entre las praderas jévenes y maduras, estudiadas en esta

investigacion.

Cuadro 8. Parametros de la cinética de fermentacion y digestibilidad in vitro de la
materia organica del forraje ofrecido y residual de una pradera de alfalfa-ovillo de
diferente edad.

Parametros de la cinética de

fermentacion

vVm S L DIVMO
Edad de 1 1 %
) mL g h h
Forraje la pradera
_ Joven® 268+13 .023+.001 3.7£1.1 66+2.2
Ofrecido .
Madura 261+13 .024+.001 6.8+1 76+2.2
p ns ns ns *x
_ Joven 231+14 .021+.001 3.0+2 62+2.9
Residual
Madura 268.5+14 .025+.001 7.312 69.4+3.0
p ns ns ns ns

P -z o~ o =
Praderas jovenes (uno y dos afios); = Praderas maduras (tres y cuatro afios).
Vm, volumen maximo a 72 h de incubacion; S, tasa de produccién de gas; L, tiempo lag;
DIVMO, digestibilidad in vitro de la materia organica
p = probabilidad; ns, no significativo; **p<0.01.
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Respecto a las caracteristicas de digestibilidad aparente y asimilacion de
alimento (Cuadro 9), la edad de la pradera afecté (P<0.05) la cantidad de
alimento total, la materia seca residual de alimento, la digestibilidad aparente de
la materia seca y materia organica. La pradera madura ofrecié mayor (P<0.05)
cantidad total de alimento (forraje mas suplemento) disponible, pero también de
forraje residual (P<0.05). A pesar de estas diferencias en AT y MS residual, el
consumo aparente de la MS y MO no fue afectado por la edad de la pradera
(P>0.05). La pradera madura ofrecio mayor (P<0.05) cantidad total de alimento
(forraje mas suplemento) disponible, pero también de forraje residual (P<0.05).
A pesar de estas diferencias en AT y MS residual, el consumo aparente de la
MS y MO no fue afectado por la edad de la pradera (P>0.05). Lo anterior no se
vio reflejado en la asimilacion (ASIVG, %ASIVG) y el indice potencial de
emision de gases de fermentacién (IPEGF), puesto que no se encontraron
diferencias (P>0.05) entre praderas jovenes y maduras (Cuadro 9).

Al contrario con los resultados del presente estudio, Jiménez (2015), no
encontré efecto de la edad de la pradera sobre la consumo de alimento (por
diferencia de masas de forraje ofrecido y residual, sin valorar el suplemento)
(P>0.05), sin embargo, por medio de marcadores, encontr6 mayor consumo en
las paraderas jovenes que en las maduras (3.0, 2.3 kg MS 100kg PV?,
respectivamente) (P<0.0001) de praderas similares de uno, dos y tres afios de

edad bajo un pastoreo mixto.

Respecto al tipo de pastoreo, éste afectd (P<0.05) la disponibilidad de alimento
total (AT), la materia seca residual en el pradera, la produccién de heces, la
digestibilidad aparente de la materia seca y el indice de emisién potencial de

gases de fermentacion (Cuadro 8).

El pastoreo monoespecifico causé una disponibilidad total (AT) de alimento
mayor (P<0.05) que el pastoreo mixto. La alta disponibilidad de AT en el
pastoreo monoespecifico causé una mayor (P<0.05) cantidad de materia seca

residual en la pradera, entre otras razones porque en el sistema mixto se
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incrementd en 22 y 6.6 % el consumo de MS y MO, aunque no llegé a ser
diferente (P>0.05); Cuadro 9).

Por otro lado, en el pastoreo monoespecifico la digestibilidad aparente de la
materia seca fue mayor (P<0.05) que en el pastoreo mixto, pero dado el
consumo mayor (P<0.05) de MS en el sistema de pastoreo mixto (Cuadro 8), el
indice de emision de gases de fermentacion es alto (P<0.05) comparado con el

sistema monoespecifico.

Cuadro 9. Consumo aparente de la materia seca y organica, digestibilidad aparente
de la materia seca y organica, asimilacion mediante gas de fermentacion e indice de
emision potencial de gases de fermentacién de forraje de praderas de alfalfa-ovillo

en dos sistemas de pastoreo y edades.

Pastoreo P Pradera

Mono® Mixto p Joven Madura P
AT (kg vaca™ d™) 31.2+2.1 25.142.0  **  23.1+2.3 33.2+2.3 *
MS-residual 13.7+1.2 7.321.1 e 7.8+1.5 13.2+1.5 *
CAMS (kg vaca™ d™) 14+1.4 18+1.4 ns 15+1.8 20+1.8 ns
CAMO (kg vaca™ d™) 14+1.2 15+1.2  ns 13+1.5 17#15 ns
VmAT (mL g™) 301+6 303+6  ns 309+8 295+8  ns
Heces(kg vaca™ d?) 19.5+.7 23+0.8  *** 22.8+1 19.7+1 *
Vm heces (mL g™) 5544 5614 ns 60+5.1 5145 ns
DAMS (%) 74+2.4 70+2.3 * 66+3.1 79+3.2 *
DAMO (%) 76+2.1 74+21  ns 70+2.8 81+2.8 *
ASIVm (mL g™ 246+6 248+6  ns 249+8 244+8  ns
%ASIGV 81+1.2 82+1.2 ns 81+1.6 83+1.6 ns
IEPGF (hL Lote™ d?) 880+185  1595+176 *  1288+207 11864210 ns

*Pastoreo monoespecifico; © Praderas jévenes (uno y dos afios); ° maduras (tres y cuatro afios).
AT, alimento total (consumo de forraje mas suplemento); MS-residual, materia seca residual;
CAMS, Consumo aparente de la materia seca; CAMO, Consumo aparente de la materia
organica; VmAT, volumen maximo de gas del alimento total; Vm hece, volumen maximo de
heces; DAMS, digestibilidad aparente de la materia seca; DAMO, digestibilidad aparente de la
materia organica, ASIVm, asimilacién por medio de gas in vitro, IEPGF, indice de emision
potencial de gases de fermentacion.

p = significancia; ns=no significativo; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Por otro lado, el andlisis de la asimilacion de la dieta, utilizando el Vm del
alimento consumido y de las heces excretadas (ASIVm y %ASIVmM), no
demostré diferencias (P>0.05) entre tipo de sistema de pastoreo ni el tipo de
pradera, lo cual indic6 que en ambos sistemas la calidad de la dieta y su
asimilacion fueron similares, y que la diferencia se encuentra en el
comportamiento animal respecto al consumo y la produccion de heces, de tal
manera que si consideramos estos en el IEPGF se encuentra que el sistema
mixto tendra mayor impacto en el ambiente. No obstante, es conveniente
considerar en otros estudios la proporcion de metano y bidxido de carbono para
un andlisis mas apropiado del impacto ambiental.

4.6 Conclusiones

El consumo aparente en MS y MO vy la asimilacién del forraje fueron similares
para los dos sistemas de pastoreo y edad de la pradera, sin embargo, la
digestibilidad aparente de la materia seca fue mayor en Pmn y en praderas
maduras. Aunque la asimilaciéon del forraje determinado por Vm (mL g™) no
present diferencia por sistema de pastoreo, el IEPGF (hL d* lote™)
determinado por lote de animales, fue mayor en Pmx que en Pmn, indicando
que el Pmx genera mayor emisién de gases de efecto invernadero. Finalmente,

la TPG ofrece informacion util para caracterizar sistemas de pastoreo

4.7 Literatura citada

Ammar, H., Lopez, S., & Andrés, S. (2010). Influence of maturity stage of forage
grasses and leguminous on their chemical composition and in vitro dry
matter digestibility. Méditerranéennes, 203(92), 199-203.

Castro-Hernandez, H., Dominguez-Vara, I.A., Morales-Almaraz, E., & Huerta-
Bravo, M. (2017). Composicibn quimica, contenido mineral vy
digestibilidad in vitro de raygrass (Lolium perenne) segun intervalo de
corte y época de crecimiento. Rev Mex Cienc Pecu; 8(2): 201-210.
http://dx.doi.org/10.22319/rmcp.v8i2.4445.

54



Fenton, T.W., & M. Fenton. (1979). An improved procedure for the determination
of chromic oxide in feed and feces. Canadian Journal of Animal Science
59: 631-634.

Garcia, E. (1988). Modificaciones al sistema de clasificacion climatica de
Koppen. (Para adaptarlo a las condiciones de la republica mexicana).4a.
ed., Universidad Nacional Autbnoma de México, D. F. 217 p.

Geerken C., M., Calzadilla, D., & Gonzalez, R. (1987). Aplicacion de la técnica
de dos marcadores para medir el consumo de pasto y la digestibilidad de
la racion de vacas en pastoreo suplementadas con concentrado. Pastos
y Forrajes 10: 266-273.

Giraldo, L.A., Gutierrez, L.A., & Rua, C. (2007). Comparcion de dos técnicas in
vitro e in situ para estimar la digestibilidad verdadera en varios forrajes
tropicales. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias, 269-279.
Retrieved from http://www.scielo.org.co/pdf/rccp/v20n3/v20n3a05.pdf.

Jiménez R. J. D. (2015). Pastoreo mixto de vacas lecheras con borregas como
seguidoras en alfalfa-ovillo. Tesis de Maestria. Posgrado en Produccion
Animal, Universidad Autonoma Chapingo. Texcoco, México, México.

Khan A., Mahr-Un-Nisa, M., & Sarwar M. (2003). Review. Techniques
measuring digestibility evaluation of feeds. Int. J. Agri. Biol., (5):1.

Lantinga, E. A., Neuteboom, J. H., & Meijis, J. A. C. (2004). Sward methods. In:
Herbage Intake Handbook. Penning P. (Ed.). 2" Ed. The British
Grassland Society. Reading, UK. pp: 23-52.

Menke, K. H., & H. Steingass. (1988). Estimation of the energetic feed value
obtained from chemical analysis and in vitro gas production using rumen
fluid. Animal Research Development. 28: 7-55.

Miranda-Romero L.A., Sandoval-Gonzalez, L., & Améndola-Massioti, R.
(2015a). Produccién de gas como método para estimar in vitro la
concentracion de carbohidratos fermentables en rumen. XXIV Congreso
de la Asociacion Latinoamericana de Produccion Animal. Puerto Varas,
Chile. Hotel patagoénico. p 474.

Miranda R. L. A., Chavez, H. G., Martinez, M. L., Sanchez del Real, C., &
Ameéndola M. R. (2015b). Asimilacion de dietas por corderos estimada
por la técnica de produccion de gas in vitro. XXXIX Congreso Nacional e
Internacional de Buiatria. Puebla, Puebla. Asociacion Mexicana de
Médicos Veterinarios Especialistas en Bovinos, A. C. p 295.

Mitsumori M, & Sun W B. (2008). Control of rumen microbial fermentation for
mitigating methane emissions from the rumen. Asian-Australasian Journal
of Animal Sciences, 21, 144-154.

National Research Council. (2001). Nutrient requirements of dairy cattle. 7th rev.
ed. Natl. Acad. Sci., Washington, DC.

55



Nicol, A.M., Griffiths, W.M., & Edwards, G.R. (2007). Integrated Livestock
Management. Proceedings of the New Zealand Society of Animal
Production, Vol. 67.

Penning, P. D. (2004). Animal-based techniques for estimating herbage intake.
In: Herbage Intake Handbook. P. D. Penning (Ed.) 2" Ed. The British
Grassland Society. UK. pp: 53-84.

Rodriguez, N., Oliveira, E., & Guimaraes, R. (2007). Uso de Indicadores para
estimar consumo y digestibilidad de pasto . LIPE, lignina purificada y
enriquecida. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias, 20(35), 518—
525.

Shaver, R.D., Undersander, D.J., Schwab, E.C., Hoffman, P.C., Lauer, J.,
Combs, D.K., & Hoffman, P.C. (2002). Evaluating forage quality for
lactating dairy cows. In Proc. Inter-Mountain Nutr. Conf., Salt Lake City,
Utah. pp. 77-94.

Vazquez, P. (2016). Aprovechamiento del nopal y tuna en la alimentacion de
ovinos. Tesis Doctoral. Posgrado en Produccion Animal. Universidad
Auténoma Chapingo. 51-52 p. Disponible en
https://chapingo.mx/produccionanimal/administrator/components/com_jre
search/files/publications/Res_tesis_P_Vazquez_Mendoza.pdf, consultado
el 15 de abril de 2017.

Zhong, R. Z., Fang, Y., Sun, H. X., Wang, M., & Zhou, D. W. (2016). Rumen
methane output and fermentation characteristics of gramineous forage
and leguminous forage at differing harvest dates determined using an in
vitro gas production technique. Journal of Integrative Agriculture, 15(2),
414-423. https://doi.org/10.1016/S2095-3119(15)61036-X

56



