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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue: i) Evaluar in vitro los parametros de fermentacion ruminal,
la digestibilidad y emisiones de metano de las dietas empleadas en explotaciones de ovino
lechero con diferente nivel de intensificacion y representativas de los principales sistemas
de produccidn existentes en la Comunidad Autonoma del Pais VVasco (CAPV); ii) asi como
proponer estrategias de mitigacion de emisiones de metano para este sistema ganadero. Se
monitorizaron y caracterizaron 16 rebafios en fase de preparto y 14 rebafios al inicio de
lactacion. Para cada caso, mediante encuesta a los pastores se identificaron caracteristicas
de raza empleada, manejo nutricional y tipo de forraje suministrado. Se tomaron muestras
individuales de los ingredientes que conformaron las raciones suministradas en cada uno de
los rebafios para realizar el analisis quimico laboratorial, calcular el aporte nutricional de la
racion total y realizar incubaciones in vitro para determinar parametros de la cinética de
produccién de gas, digestibilidad, produccién de &cidos grasos volatiles y de metano. La
proporcion media forraje/concentrado empleado en las raciones de preparto fue de 70:30,
siendo heno de pradera de diferente calidad el forraje suministrado en la mayoria de los
rebafios. Las raciones de inicio de lactacion emplearon una proporcion media
forraje/concentrado de 60:40, ofreciendo heno de pradera en la mitad de los rebafios en
conjunto con otro tipo de forrajes. Las raciones de inicio de lactacion presentaron con
respecto a las de preparto presentaron una menor produccion potencial de gas (268,11 vs.
312.98 ml/g MOI, P<0,001), menor produccién de gas/dia por gramo de materia organica
incubada (159,87 vs. 169,23 ml/g, MOI, P=0,043) y una mayor digestibilidad (64 vs. 59
0/100 g, P=0,005); la eficiencia de los procesos fermentativos también fue mayor, siendo
superiores el factor de particion a 24 horas (4,04 vs. 3,66 mg MO/ml, P=0,009), la sintesis
de biomasa microbiana a 24 horas (126,08 vs. 104,37 mg, P=0,010) y la eficiencia de dicha
sintesis microbiana a 24 horas (45 vs. 39 g/100g, P=0,002), mientras que la produccion de
gas/dia por gramo de materia organica fermentable (248,18 vs. 278,77 ml/g, P<0,001) y el
ratio acido graso volatil : materia organica fermentable (17,33 vs. 19,84 mmol/g MOF,
P=0,005) fueron menores. Las diferencias dentro de las raciones de preparto solo se
presentaron para el parametro que describe el tiempo en el que se alcanza la mitad del valor
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potencial de gas, siendo menor para la racion que empled heno de alfalfa con un valor
relativo forrajero de segunda como Unico aporte forrajero en una proporcion
forraje/concentrado 69/31 y un contenido en racion total de FND y FAD de 353 y 276 g/kg
respectivamente, con respecto a 9 raciones con proporciones similares donde en uno de los
casos el unico componente forrajero fue paja de cereal y para el resto fue heno de pradera
de diferente calidad. El promedio de produccion de metano/dia por gramo de materia
organica fermentable e incubada en las raciones de preparto fue de 5,97 mmol y 3,56 mmol
y en inicio de lactacion de 5,65 mmol y 3,57 mmol respectivamente. De las raciones de
lactacion temprana, aquella que menos produccion de metano presentd, empled heno de
alfalffa y de pradera con un valor relativo forrajero excelente en una proporcion
forraje/concentrado 72/28 y un contenido en racion total de FND y FAD de 267 y 198 g/kg
respectivamente, en sentido opuesto con una racién 50/50 que empled heno de alfalfa y
ensilaje de maiz con un valor relativo forrajero de primera y un contenido de FND y FAD
de 404 y 253 g/kg respectivamente. De esta parte se concluye que existe una amplia
variabilidad en el manejo alimenticio en los dos estados fisiolégicos monitorizados, que
repercutio de igual forma en la variabilidad observada dentro de las raciones de cada estado
fisiologico, asi como en la observada en la comparacion entre estados fisiologicos. Las
estrategias de mitigacion evaluadas en laboratorio consideraron la inclusion de distintas
fuentes de grasa en la dieta, diferentes niveles de inclusién en la racion y henos de diferente
calidad. Se realizd un disefio multifactorial con 2 henos de diferente calidad (alta y baja) x
3 tipos de grasa (torta de girasol, de colza y grasa de palma) x 2 niveles de grasa en racion
total (3% y 5%). Se realizaron incubaciones in vitro para determinar los parametros de la
cinética de produccion de gas, digestibilidad de la materia organica, produccion de AGV’S
y produccion de metano. La interaccién entre la calidad del heno y el nivel de grasa redujo
la emisidén de gas por gramo de materia organica fermentable (275,87 vs. 236,55 ml/g
MOF, P=0,001), la proporcion de acido acético (0,71 vs. 0,69 g/g del total de AGV,
P=0,030), el ratio acido acético/propiénico (4,06 vs. 3,94, P=0,040) y la produccion de
metano por gramo de materia organica fermentable (5,98 vs. 4,44 mmol dia, P=0,006) en la
incubacion del heno de alta calidad y un nivel de grasa del 5%. De otro modo, la

interaccion entre el tipo de grasa y la calidad del heno afecto la digestibilidad in vitro de la

i



materia orgénica, siendo mayor para el heno de alta calidad cuando se incubé con torta de
colza (64 g/100g vs. 51 ¢/100g, P=0,001), torta de girasol (64 g/100g vs. 50 g/100g,
P=0,001) y grasa de palma (65 g/100g vs. 47 g/100g, P=0,001). El efecto simple de incubar
con torta de girasol redujo la produccion de gas por g/materia organica incubada con
respecto a la torta de colza (142,30 vs. 149,90, p=0,003). Del mismo modo, la torta de
girasol incrementd el factor de particion a 24 horas (4,03 vs. 3,78 mg MO/ml, P=0,035) y la
sintesis de biomasa microbiana a 24 horas (105,56 mg vs. 93,08, P=0,049) con respecto a
las raciones con grasa de palma. El heno de alta calidad en relacién con el de baja redujo la
produccion potencial de gas (258,17 vs. 308,83 ml/g MO, P<0,001), incremento el factor de
particion a 24 horas (4,06 vs. 3,71 mg MO/ml, P=0,003), la sintesis de biomasa microbiana
a 24 horas (119,74 vs. 80,20 mg, P<0,001) y la eficiencia de sintesis microbiana a 24 horas
(46 vs. 41 g/100g, P<0,001 respectivamente), y redujo el ratio acido graso volatil : materia
orgénica fermentable (20,94 vs. 25,25 mmol/g MOF, P=0,002). Desde el punto de vista de
la mitigacion de emision de metano se concluye que la combinacion de un heno de alta
calidad de caracteristicas composicionales como las del incubado en este ensayo, con un
nivel de grasa del 5% en la racion, reduce la emision de gas diaria y de metano por gramo
de materia. Por su parte, la produccion potencial de gas se redujo al incubar con un heno de

alta calidad con respecto al de baja.
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ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate in vitro the parameters of ruminal fermentation,
digestibility and methane emissions in diets employed in dairy sheep flocks with different
intensification level in the Autonomous Community of the Basque Country, as well as to
propose mitigation strategies of methane emissions. A sample of 16 flocks were monitored
during the prepartum stage and 14 flocks in early lactation. Information was gathered
through a survey to the shepherds, and the flocks were characterized according to the
characteristics of the breed employed, feeding management practices and the type of forage
used. Individual samples of every ingredient of the diets provided were collected to assess
the chemical analysis, to calculate the nutritional value of the total rations and to carry out
in vitro incubations of the diets to determinate the kinetics parameters of gas production,
digestibility, volatile fatty acids and methane production. The forage/concentrate ratio
supplied in the prepartum rations was 70:30 and 60:40 in early lactation. Grass hay was the
forage more frequently used, and during early lactation half of the flocks also provided
another additional forage. Shepherds usually reserve the best quality forages for lactation.
In comparison to the diets provided at the end of pregnancy, the early lactation rations
produced significantly less potential gas production (268.11 vs. 312.98 ml/g 10M,
P<0.001), lower daily gas production per g/incubated organic matter (159.87 vs. 169.23
ml/g 10M) and higher digestibility (64 vs. 59 g/100 g, P=0.005); the fermentative ruminal
process were higher, so were higher the partitioning factor at 24 hours (4.04 vs. 3.66 mg
OM/ml, P=0.009), microbial biomass synthesis at 24 hours (126.08 vs. 104.37 mg,
P=0.010) and efficiency microbial synthesis at 24 hours (45 vs. 39 g/100g, P=0.002) while
the daily gas production/g fermentable organic matter (248.19 vs. 278.77 ml/g, P<0.001)
and volatile fatty acid: fermentable organic matter was lower (17.33 vs. 19.84 mmol/g
FOM, P=0.005). The differences within the rations provided in late pregnancy were only
significantly different for the parameter the describes the time to reach the half of the value
of potential gas production. The lowest value corresponded to the ration number 15, which

used lucerne hay of second category according to the forage relative as the unique forage



component in the ratio forage:concentrate 69/31, in comparison to 9 rations with similar
proportion of forage:concentrate, which usually provided grass hay of different quality
features as the only forage source, and in one flock sheep were also offered cereal straw.
Daily average methane production for the feed rations at the end of pregnancy 5.97 mmol
per g of fermentable organic matter and 3.56 mmol per g of incubated organic matter,
whereas, in early lactation ratios they were 5.65 mmol and 3.57 mmol respectively. The
lowest methane production in early lactations rations was recorded for one that used
lucerne and grass hay with excellent quality value, in a 72/28 forage/concentrate and a
content of 267 g/kg NDF and 198g/kg ADF. On the contrary, the highest methane
production was observed for a diet containing lucerne hay and corn silage a relative forage
value of first quality in a 50/50 forage:concentrate and a content of 404 g/kg and 253 g/kg
ADF. Therefore, a wide variability in the features of the rations provided in the two
physiological stages monitored, which exert an impact on in vitro methane production. The
mitigation strategies evaluated in laboratory considered the inclusion of fat from different
sources and at different inclusion levels within the diet, as wells as the utilization of grass
hays of different quality. A multifactorial trial was designed comprising 3 fat sources
(sunflower cake, rapeseed cake and palm fat), 2 levels of inclusion of fat in the total ration
(3% and 5%) and 2 hays with different quality features (high vs. low). In vitro incubations
were carried out to assess the degradation kinetics, gas production parameters, digestibility,
volatile fatty acids and methane production. The quality hay and fat level interaction
reduced daily gas emission per g/fermentable organic matter (275.87 vs. 236.55 ml/g MOF,
P=0.001), acetic acid proportion (0.71 vs. 0.69 g/g of total VFA, P=0.030), acetic
acid/propionic acid ratio (4,06 vs. 3,94, P=0,040) and methane production per
g/fermentable organic matter (5.98 vs. 4.44 mmol day, P=0.006) in high quality hay and
5% fat level incubation. Fat sources and quality hay interaction affected the digestibility,
which was significantly higher for incubations containing high quality hay with rapeseed
cake (64 vs. 51 g/100g, P=0.001), sunflower cake (64 vs. 50 g/100g, P=0.001) and palm fat
(65 vs. 47 g/100g, P=0.001), in comparison to low quality hay. The utilization of sunflower
cake increased the partitioning factor at 24 hours (4.03 vs. 3.78 mg MO/ml, P=0.035) and
microbial biomass synthesis at 24 hours (105.56 mg vs. 93.08, P=0,049) in comparison
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with rations incubated with palm fat. The high quality hay reduced potential gas production
(258.17 vs. 308.83 ml/g I0M) increased partitioning factor at 24 hours (4.06 vs. 3.71 mg
MO/ml, P=0.003), microbial biomass synthesis at 24 hours (119.74 vs. 80.20 mg, P<0,001)
and the synthesis microbial efficiency at 24 hours (46 vs. 41 g/100g, P<0.001 respectively),
and reduced volatile fatty acid: fermentable organic matter ratio (20.94 vs. 25.25 mmol/g
MOF, P=0.002), in comparison to low quality hay. Regarding mitigation of methane
emission mitigation, the results obtained have shown the favorable effect of using better
quality forages compared with low quality, as well as the inclusion of feedstuffs that
increase the fat content of the ration. Whenever forage with the quality features similar to
the high quality hay used in this research is provided, the utilization of a 5% fat level in the
total ration helps to decrease significantly the methane emission per g/fermentable organic

matter.
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RESUME

Les objectifs de cette étude étaient de: i) évaluer les parameétres in vitro de fermentation
ruminale , la digestibilité et les émissions de méthane des régimes utilisés dans les élevages
de moutons laitiers avec différents niveaux d' intensification, représentant les principaux
systéemes de production dans la Communauté Pays Basque, ii) proposer des stratégies
d'atténuation des émissions de méthane de ces systeme d'élevage. 16 troupeaux ont été
suivis et caractérisés durant la phase pré-partum et 14 troupeaux au début de la lactation.
Pour chaque cas, les manipulations nutritionnelles et le type de fourrage fournis ont étés
définis a P’aide des enquétes proposés aux agriculteurs, des échantillons individuels des
ingrédients des rations ont été pris réaliser I'analyse chimique en laboratoire, calculer la
contribution nutritionnelle de la ration totale et effectuer des incubations in vitro pour
déterminer les parameétres cinétiques de production de gaz, la digestibilité, la production
d'acides gras volatils et de méthane. Les rations de pré-partum ont étés basées sur une
relation moyenne fourrage:concentré 70:30, foin de prairie de différente de qualité distribué
comme fourrage dans la plupart des troupeaux. Les rations de début de lactation ont étés
caractérisées par une relation moyenne fourrage:concentré 60:40, foin de prairie de
différente de qualité distribué a la moitié des troupeaux a coté d’autres types de fourrages.
Les rations de début de lactation ont présenté une production potentielle de gaz inférieure
(268,11 vs. 312,98 ml/g MOI, P<0,001), une production de gaz/jour et par gramme de
matiére organique incubé (159,87 vs. 169,23 ml/g, MOI, P=0,043) mineure, une
digestibilité plus élevée (64 vs. 59 g/100 g, P= 0,005 ), une l'efficacité du procédé de
fermentation plus élevée, un facteur de partition supérieur (4,04 vs. 3,66 MO mg/ml,
P=0,009 ), une synthése de biomasse microbienne (126,08 vs. 104,37 mg, P=0,010) et une
efficacité de synthese microbienne & 24 heures (45 vs. 39 ¢g/100g , P=0,002) supérieures
aux rations de pré-partum, tandis que la production de gaz/jour et par gramme de matiére
organique fermentescible (248.18 vs. 278.77 ml/g, P<0,001) et le taux d'acides gras
volatils: la matiere organique fermentescible (17,33 vs. 19,84 mmol / g MOF, P= 0,005)
étaient plus faibles. Les différences au sein des rations pré-partum ont étés uniguement

détectées au niveau du paramétre qui décrit le temps ou s’atteint la moiti¢ de la valeur
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potentielle de gaz. Ce paramétre a été inférieur au niveau de la ration 15, caractérisée par
I’'usage du foin de luzerne de deuxiéme valeur comme fourrage, une proportion de
concentré:fourrage 69:31 et une teneur totale de NDF et ADF de 353 et 276 g/kg,
respectivement, en comparaison avec 9 rations ayant des proportions similaires, utilisant la
paille de céréales comme fourrage dans 1’une des rations et le foin de prairie de différente
qualité dans le reste. La production moyenne de méthane/jour et par gramme de matiére
organique fermentescible et incubé dans les rations pré-partum était 5,97 mmol et 3,56
mmol, respectivement, et en début de lactation de 5,65 mmol et 3,57 mmol. Les rations de
lactation précoce générant les mineurs productions de méthane, ont été basées sur le foin de
luzerne et de prairie de haute valeur relative, une proportion fourrage:concentré de 72:28 et
une teneur totale de NDF et ADF de 267 et 198 g/kg , respectivement, en comparaison avec
les rations ayant une relation 50/50, le foin de luzerne et I'ensilage de mais comme
fourrage de premiére valeur et un contenu relatif NDF et ADF de 404 et 253 g/kg
respectivement. A base de ces résultats on peut conclure qu'il existe une grande variabilité
dans la manipulation des aliments dans les deux conditions physiologiques surveillés, qui a
affecté de la méme facon la variabilité observée au niveau des rations du méme état
physiologiques ainsi que celle observée lors de la comparaison entre états physiologiques.
Les stratégies de mitigations évaluées dans le laboratoire ont considérés l'inclusion de
différentes sources de matieres grasses dans I’alimentation, des différents niveaux
d'inclusion dans la ration et de qualités distinctes de foins. Un essai multifactoriel a été
réalisé avec 2 différentes qualités de foin (haute et basse) x 3 types de matieres grasses
(tourteaux de tournesol, de colza et de graisse de palme) x 2 niveaux de lipides dans la
ration totale (3% et 5%). Les incubations ont été réalisées in vitro pour déterminer les
parameétres cinétiques de production de gaz, la digestibilité de la matiére organique, la
production d’AGV et la production de méthane. L'interaction entre la qualité de la paille et
le niveau de graisse a réduit I'émission de gaz par gramme de matieére organique
fermentescible (275,87 vs. 236,55 ml/g MOF, P=0,001) , la proportion de l'acide acétique
(0,71 vs. 0,69 g/g d' acides gras volatils totaux, P=0,030), le rapport de l'acide
acétique/acide propionique (4,06 vs. 3,94, P=0,040 ) et la production de méthane par

gramme de matiére organique fermentescible (5,98 vs. 4,44 mmol, P=0,006) dans



I'incubation de foin de haute qualité et un niveau de matiéres grasses de 5%. L'interaction
entre le type de gras et la qualité du foin a affecté la digestibilité in vitro de la matiere
organique , étant plus élevé pour le foin de haute qualité lorsqu'il est incubé avec le tourteau
de colza (64 g/100 g contre 51 g/100g , P=0,001) , tourteau de tournesol (64 g/100 g vs. 50
0/100 g, P=0,001) et de graisse de palme (65 g/100 g vs. 47 g/100 g, P=0,001). Le simple
effet de I'incubation avec tourteau de tournesol a réduit la production de gaz en g de matiére
organique incubée en comparaison avec le tourteau de colza (142,30 vs. 149,90, P= 0,003).
Du méme mode, le tourteau de tournesol a augmenté le facteur de partition (4,03 vs. 3,78
MO mg/ml, P=0,035) et la synthése de la biomasse microbienne a 24 heures en
comparaison avec grasse de palme (105,56 mg vs. 93,08, P=0,049 ).Le foin de haute qualité
a réduit la production de gaz (258,17 vs. 308,83 ml/g OM, P<0,001), augmenté le facteur
de partition (4,06 vs. 3,71 mgMO/ml, P=0,003) et la synthese microbienne de la biomasse a
24 heures (119,74 vs. 80,20 mg, P<0,001) et I'efficacité de la synthése microbienne a 24
heures (46 vs. 41 g/100g, P< 0,001), et a diminué le ratio acides gras volatils:g de matiére
organique fermentescible (20,94 vs. 25,25 mmol/g MOF, P=0,002). Du point de vue
réduction du méthane, il est conclu que la combinaison foin de haute qualité, ayant les
mémes caractéristiques compositionnels de celui incube dans cet essai, avec un niveau de 5
% de matiére grasse dans le régime alimentaire, peur réduire I'émission journaliére de gaz
et de méthane par gramme de matiére. La production potentielle de gaz a été diminuée
durant son incubation avec le foin de haute qualité en comparaison avec celui de basse

qualité.
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1. INTRODUCCION

La produccion de ovino lechero es una de las actividades ganaderas mas representativas de
la Comunidad Auténoma del Pais Vasco, convirtiendose en el eslabon productivo de
rumiantes con la més alta representacion dentro de la produccién de rumiantes domesticos.
Dicha produccion se realiza fundamentalmente a partir de rebafios constituidos por ovejas
de la raza Latxa que son gestionados bajo diferentes sistemas de manejo productivo en el
cual la gestion nutricional esta condicionada en gran medida por la disponibilidad de pasto
a lo largo del afio y por las necesidades nutricionales de los animales en funcién de su
estado fisioldgico. Ademas, durante los Ultimos afios se ha observado un cierto interés por
el papel que pueden desempefiar las razas foraneas de alta produccién. De hecho, en la
actualidad existen varios rebafios de raza Assaf manejados mediante sistemas de
estabulacion permanente que si bien no representan un porcentaje significativo de la cabafia
ganadera, suponen un cambio sustancial en las practicas de manejo, principalmente de

alimentacidn y estrategias de produccion.

La caracterizacion y el estudio de la calidad nutricional de las raciones suministradas a lo
largo de las distintas fases del ciclo productivo, en particular su valor nutritivo,
digestibilidad, cinéticas de degradacién y rutas metabdlicas de fermentacion, son de gran
importancia para determinar cuan acertado resulta determinado manejo nutricional. Del
mismo modo, el conocer dichos aspectos resulta clave para planear estrategias de mejora
orientadas a optimizar la eficiencia productiva y reducir las emisiones asociadas a un bajo

aprovechamiento de las raciones.

De cara al debate cientifico que se esta desarrollando sobre el progreso e incremento de la
produccién animal y sus implicaciones en el cambio climéatico por cuenta de las emisiones
de gases de efecto invernadero, en las cuales la emision de metano proveniente de la
fermentacion entérica de rumiantes es uno de los items que despierta gran interés, la
importancia de cuantificar dichas emisiones también radica en la cada vez mas apremiante

necesidad de proponer estrategias de mitigacion.






2. OBJETIVO

El trabajo de investigacion se planted con el objetivo concreto de evaluar los pardmetros de
fermentacion ruminal, la digestibilidad y emisiones de metano in vitro de las dietas
empleadas en explotaciones de ovino lechero representativas de sistemas de produccién
con diferente nivel de intensificacion en la Comunidad Autonoma del Pais Vasco, asi como

proponer estrategias de mitigacion de emisiones de metano para estos sistemas ganaderos.






3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 OVINO DE LECHE EN LA COMUNIDAD AUTONOMA DEL PAIS VASCO

La produccion de leche ovina en Espafia ha aumentado en el tiempo, teniendo registros de
un 15,5% de incremento entre el afio 2009 a 2010 (MARM, 2011a), lo cual ha sido
favorecido por la considerable poblacion ovina y las caracteristicas productivas de las razas
explotadas, permitiendo que para el afio 2011 el pais se posicione como un importante
productor lechero a nivel mundial en el noveno lugar con un total de 519.600 T de leche
(Martinez et al., 2011; FAOSTAT, 2013).

La produccion de leche ovina en la CAPV se realiza fundamentalmente a partir de rebafios
constituidos por animales de raza Latxa gestionados bajo diferentes sistemas de manejo
productivo en los que suceden etapas de estabulacion permanente, pastoreo en zonas de
valle, y en ocasiones también en pastos de montafia. Durante los Gltimos afios se ha asistido
a un proceso generalizado de intensificacion de las practicas de alimentacidn, caracterizado
por un uso creciente de piensos concentrados e incluso la introduccién de mezclas. Por
diferentes motivos, incluso se ha optado por la utilizacion de ovejas de raza Assaf, si bien
su presencia en la CAPV se puede considerar de momento testimonial. Para noviembre del
afio 2011, la poblacién total ovina registrada fue de 308.129 cabezas, lo cual representa el
1.81% de la poblacion total nacional ; del mismo modo, el aporte en produccion de leche al
total nacional para el afio en mencion fue de 8.551 Toneladas, un 1,51% (MARM, 2011b).

La base del sistema productivo de leche ovina se encuentra constituido por ovejas Latxa,
raza lechera local adaptada a las caracteristicas medioambientales propias del territorio
conformada por dos poblaciones separadas genéticamente que se diferencian por el color de
la piel en Latxa cara negra y Latxa cara rubia (Ruiz et al., 1997; Ugarte et al., 1999). Su
sistema de produccion en granja por lo general se describe como un sistema mixto
intensivo-extensivo. Durante el invierno y primavera, el cual se corresponde con el periodo

de partos, amamantamiento de corderos y ordefio, los rebafios son alimentados durante
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algunas horas en pastoreo, concentrados en establo y forrajes preservados. Por lo general,
una vez los animales son secados, los rebafios son movidos a pastos comunales en areas de
montafia donde suelen estar alrededor de 5 meses (Ruiz et al., 1997; Gabifia y Ugarte,
2001) luego de lo cual retornan a la granja y comienzan a recibir forraje y concentrado
generalmente en pesebre cerca de un mes antes del parto (Gabifa et al., 2000). Varias
razones resultan relevantes al momento de considerar la existencia y permanencia de este
tipo de sistema productivo en la region, tales como motivos sociales, culturales,
econdémicos, ambientales y de preservacién de areas comunales (Ugarte et al., 1999),
aunque la mayor importancia desde el punto de vista econdémico lo sustenta la
transformacion de la leche producida en el queso con denominacion de origen protegido,

conocido como ldiazabal (Gabifia y Ugarte, 2001; Ruiz et al., 2011).

De igual forma, se han identificado rebafios que utilizan razas foraneas puras o en
cruzamiento como la Assaf, Awasi, Lacaune y East Fresian, suceso que ha generado a que
se calcule que el 45% de los rebafios de ovino lechero en Espafia o son rebafios de razas
foraneas o tienen algin tipo de cruzamiento con el tipo de razas anteriormente
mencionadas. Segun Legaz et al. (2008), la raza Assaf representa la principal raza ovina
lechera de Espafia. De manera general, el manejo de los sistemas productivos de razas
foraneas como la Assaf no es compatible con los sistemas tradicionales extensivos, ya que
no es frecuente el manejo en pastoreo de montafia, el uso de campos de rastrojos ni de
subproductos de la agricultura, requiriendo de manera principal condiciones productivas de
manejo estabulado permanente, lo cual incrementa los costos de produccién (Ugarte et al.,
2001).

Por tanto, resulta importante profundizar en el conocimiento de los sistemas de
alimentacion de los principales sistemas ovinos, asi como en sus implicaciones sobre los
aspectos productivos y ambientales. Las metodologias de incubacién in vitro ofrecen la
posibilidad de analizar con detalle y de manera relativamente econdémico el
comportamiento fermentativo, la degradacién y emisiones de gases de efecto invernadero
de un gran numero de muestras. En la medida que estas sean representativas de las

utilizadas en los sistemas de produccion, los resultados obtenidos podrian ser utilizados



como referencia en los programas de asesoramiento a los ganaderos y en la toma de

desiciones.

3.2 FERMENTACION Y DEGRADACION RUMINAL DE LOS ALIMENTOS

La fermentacion y degradacion ruminal es principalmente el resultado de la actividad de
bacterias, protozoos y hongos que alli cohabitan y actdan sobre las diferentes fracciones
que componen el alimento. De manera particular, esta microflora ruminal hace posible que
la fraccion fibrosa ingerida que no puede ser enzimaticamente digerida por el animal, sea
degradada y fermentada hacia &cidos grasos volatiles, gases de fermentacion y calor o
incorporada a la materia microbiana digestible (Williams, 2000; Bannink y Tamminga,
2005b). La dindmica de la degradacién y fermentacion de la materia organica en el rumen y
la digestion de los mismos en el intestino son los mayores determinantes de la utilizacion
de las raciones en los rumiantes. Por lo tanto es relevante que esa dindmica de los procesos
sea conocida y entendida para que luego pueda ser controlada o modulada con el fin de
mejorar su aprovechamiento en el tracto gastrointestinal y optimizar los parametros

productivos de interés (Van der Poel et al., 2005).

3.2.1 Fermentacion de los carbohidratos

Los carbohidratos que sufren procesos fermentativos en el rumen generalmente abarcan tres
tipos de compuestos: la fibra, el almidon y los carbohidratos solubles (Dijkstra et al.,
2005a). La degradacion de la fraccion de carbohidratos estructurales o fibra neutro
detergente (FND) ha sido caracterizada mediante técnicas tanto in situ como in vitro, las
cuales o bien ofrecen resultados en términos de tasa de desaparicion del sustrato a un
determinado tiempo o cinéticas de degradacion mediante mediciones de produccion de gas.
A partir de reportes sobre tasas de degradabilidad de dicha fraccion recopilados por

Bannink y Tamminga (2005a), registran valores que varian desde un 13% hasta un 82% y
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que segun el autor, dependen méas de las caracteristicas propias de degradacién de la FND

que de su nivel de ingestion.

Por su parte, el almidon es un constituyente importante en la dieta de rumiantes al ser el
compuesto principal de los piensos. Una fraccion del almidon por lo general es
parcialmente fermentada en el rumen y otra puede escapar para ser digerida
enzimaticamente en el intestino y ser absorbida como glucosa; del mismo modo debe
considerarse que parte del almidén puede ser incorporado dentro de los microorganismos
amiloliticos como reserva de polisacaridos, constituyéndose en una via a considerar de
llegada del almidon al duodeno (Bannink y Tamminga, 2005a). Mediante la aplicacion de
técnicas in situ y/o in vitro se han establecido caracteristicas de las fuentes de almidén
relacionadas con su susceptibilidad a la degradacion microbial, identificando que la mayor
parte de los tipos de almidon son altamente degradables en el rumen, teniendo valores de
hasta 95%; sin embargo tal y como para el caso de los carbohidratos estructurales, estos
valores son sélo orientativos y las condiciones reales del rumen influenciaran en cierta

medida la degradacién in vivo (Bannink y Tamminga, 2005a).

Con respecto a la degradacion y fermentacion de los carbohidratos solubles, debe
mencionarse que ésta es bastante rapida y mucho mas completa que para varias fuentes de
almiddn, asumiéndose que son fermentados en el rumen casi instantdneamente después de
la ingestion, por lo que también se considera que la degradacién y fermentacion de grandes
cantidades de estos carbohidratos inducen fluctuaciones en el pH que pueden tener
consecuencias negativas sobre la actividad fibrolitica y la poblacion protozoal (Bannink y
Tamminga, 2005a).

3.2.2 Fermentacion de la proteina

La proteina constituye la principal fuente de nitrégeno en la mayor parte de las dietas para
rumiantes y su degradacion y fermentacion debe considerarse como un factor importante
gue influye a la fermentacion ruminal y al suministro de aminoacidos al animal
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(Grossblatt, 2001b). Como es bien sabido, la proteina es hidrolizada por las proteasas
secretadas por la microflora ruminal dando lugar entonces a péptidos y aminoéacidos. Sin
embargo grado de degradacion y fermentacion dependera de: la actividad proteolitica de la
microflora ruminal como de la estructura, solubilidad, susceptibilidad y accesibilidad a los
enlaces peptidicos, la tasa de paso ruminal de la digesta, la interaccion con otros nutrientes
y técnicas de procesamiento de alimentos, entre otros factores (Cone y van Gelder, 1999;
Atasoglu y Wallace, 2003; Bach et al., 2004). El destino de los péptidos y aminoacidos
absorbidos por las células microbianas dependera de la disponibilidad de energia, ya que si
es suficiente estos aminoacidos serén transaminados o usados directamente para la sintesis
de proteina microbial. Tal y como afirma Grossblatt (2001b) y Bannink y Tamminga
(2005a), el conocimiento de la cinética y de la tasa fraccional de degradacion ruminal de las
proteinas del alimento es fundamental para formular dietas que suministren cantidades
adecuadas de proteina degradable y aprovechable para los microorganismos ruminales y de
proteina no degradable en el rumen pero directamente absorbible por el animal hospedador.

3.2.3 Fermentacion de la grasa

Los lipidos en las dietas de rumiantes se encuentran tanto en los forrajes consumidos como
en semillas de oleaginosas, mezclas de grasas animales y vegetales, grasas secas granuladas
0 grasas protegidas que son suministradas en la racion. Los lipidos ingeridos provenientes
en menor medida de las plantas y en su mayoria del aporte de las semillas del pienso, son
altamente modificados por los procesos de fermentacion y degradacion ruminal que tienden
a favorecer la hidrogenacién, antes de ser finalmente absorbidos por el animal. Asi, los
procesos de lipdlisis ruminal ocasionan la liberacion de acidos grasos que mas tarde seran
biohidrogenados y que pueden o bien salir del rumen a través del epitelio ruminal o ser
catabolizados a acidos grasos volatiles o diéxido de carbono. De manera adicional, los
microorganismos ruminales sintetizan acidos grasos y aportan entre un 10 a 15% de los
acidos grasos absorbidos (Van Soest, 1983d; Jenkins, 1993; Grossblatt, 2001a). Debe

considerarse que el tipo y fuente de grasa de la dieta pueden alterar los patrones de
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fermentacion ruminal al ocasionar una reduccion de la digestibilidad de los carbohidratos
estructurales hasta en un 50% al adicionar hasta un 10% de grasa, mientras que su efecto en
los carbohidratos no estructurales y en la fraccion proteica es menor (Jenkins, 1993). Van
Soest (1983d) reporta que los acidos grasos insaturados inhiben en una mayor medida la
fermentacion que los acidos grasos saturados; del mismo modo Jenkins (1993) considera
que el modo de administracion de una grasa insaturada tiene una influencia variable en los

patrones de fermentacion.

3.3. PRODUCTOS DE LA FERMENTACION RUMINAL

La fermentacion microbiana ocurrida en el rumen genera productos que pueden ser
aprovechables para el animal tales como los acidos grasos volatiles y proteina microbiana,
y otro tipo de productos que se consideran desechos, tales como el dioxido de carbono y el
metano (Williams, 2000; Getachew et al., 2005b; Mitsumori y Weibin, 2008).

3.3.1 Acidos Grasos Volatiles

A partir de los procesos hidroliticos ocurridos en el rumen sobre diferentes componentes
del alimento, se genera de manera principal la liberacion de mondmeros que son
fermentados intracelularmente por el metabolismo anaer6bico en acidos grasos volatiles,
constituidos basicamente por acido acético, propidnico y butirico, asi como por pequefias
cantidades de &cido valérico, caproico, isobutirico, isovalérico, 2-metil butirico y trazas de
otros varios acidos (Figura 1) (Van Soest, 1983b; Bannink y Tamminga, 2005a; Dijkstra et
al., 2005b). Debe considerarse que junto a los carbohidratos, la fermentacién de los lipidos
y proteina de la racién también contribuyen en la produccion de acidos grasos volatiles,
siendo menor para los lipidos y considerable para las proteinas cuando las dietas tienen alto
contenido de proteina degradable en el rumen o cuando ocurre un aporte considerable de

valina, leucina e isoleucina, que especificamente favorecerdan la formacion de &cido
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isobutirico, isovalérico y 2-metil butirico (France y Dijkstra, 2005). Para la poblacion
microbiana la mayoria de estos &cidos grasos volatiles constituyen productos de desecho
pero para el rumiante representa la principal fuente de energia absorbida, llegando a
representar entre un 50% a 70% de la energia digestible ingerida para el caso de ovejas en

mantenimiento (Van Soest, 1983b; France y Dijkstra, 2005).

El aporte energético y el destino metabolico de cada tipo de &cidos grasos producidos varia,
siendo el acetato el principal sustrato para la lipogénesis, mientras que el propionato es
usado para gluconeogénesis. Asi pues, es de tenerse en cuenta que el balance entre la tasa
de &cidos grasos volatiles glucogénicos / no glucogénicos afecta a la eficiencia de su uso
para fines productivos asi como su contribucion en la composicion de los productos finales
(Van Soest, 1983a; Bannink y Tamminga, 2005a; France y Dijkstra, 2005).

11



Celulosa Pectinas Hemicelulosa
Almidon

Azucares solubles \ /

Pentosas

Hexosas Ciclo de las pentosas

!

Ciclo de krebs

!

Piruvato
]
Formiato Acetil CoA Succinato
CO,+H,
l A J
Metano Acetato Butirato Propionato

Fig 1. Formacion de acidos grasos volatiles y metano en el rumen (Tomado y modificado
de Dijkstra et al. (2005a)

3.3.2. Metano y CO2

Los procesos fermentativos que prevalecen en el rumen normalmente generan un ambiente
reductor. Por un lado, en dichas condiciones anaerdbicas las reacciones de oxido —
reduccidn necesarias obtener energia en forma de ATP a partir del piruvato se encuentran
mediadas por las coenzimas NAD y FAD que actan como transportadores de electrones y
que deben tener un estado constante en sus formas oxidadas y reducidas. Sin embargo, a
pesar de que entre ellas existe un flujo constante de hidrogeniones, puede darse la

condicion de que el sistema regulador de dicho proceso se inhiba y exista una alta presion
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de hidrogeno, lo cual afecta la fermentacion en general y favorece la formacion de metano
(France y Dijkstra, 2005; Bell y Eckard, 2012; Bodas et al., 2012). De igual modo, si se
considera que la fermentacion microbiana genera diferentes acidos grasos volatiles que no
son equivalentes en términos de uso o liberacion de hidrégeno para su formacion, se
concluye que existe una estrecha relacion entre el patrén de fermentacion, la tasa de
produccion de &cidos grasos volatiles, las emisiones de metano y por ende se considera un
proceso altamente dependiente de la racion ingerida (Mirzaei-Aghsaghali y Maheri-Sis,
2011; Wright y Klieve, 2011). De cualquier manera el exceso del poder reductor generado
durante la conversion de glucosa a acido acético o butirico debe ser dispuesto en una via
rapida y eficiente, lo cual es facilitado por la presencia de arqueas metanogénicas que lo
utilizan como sustrato para reducir el carbono y formar metano (Esquema 1) (France y
Dijkstra, 2005; Mitsumori y Weibin, 2008; Lascano y Cardenas, 2010; Mirzaei-Aghsaghali
y Maheri-Sis, 2011). Cabe resaltar la relevancia de los protozoos en los procesos de
formacién de metano, pues ellos mantienen una relacion simbidtica con las arqueas
metanogénicas con quienes estdn asociados intra y extracelularmente y realizan

transferencia de este hidrégeno (Hook et al., 2010)

Esquematicamente, el flujo de hidrogeno procedente de los procesos fermentativos hasta la

formacion de piruvato es el siguiente (Bell y Eckard, 2012):

Celulosa

Hemicelulosa

~

Almidon Glucosa — 2 piruvato +4 H (Esquema 1)

Fructosa

Sucrosa

Pentosanos
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Piruvato + H,O —_— Acetato + CO, + 2H
2 Piruvato + H,0O —> Butirato + 2 CO,

CO,+ 8H —> Metano + 2H,0

Debe considerarse también que la formacion de acido propionico lleva implicita el uso de
moléculas de hidrégeno. Asi pues, si los niveles de sustrato que favorezcan un tipo de
fermentacion propidnica son altos, bien sea por incrementar la ingestion de alimento o por
sus caracteristicas intrinsecas, se puede producir un cambio en el patrén de fermentacion de
acido acético a propionico y de esta manera contribuir en un descenso del poder reductor
(Esquema 2) (France y Dijkstra, 2005)

Piruvato + 4H ——» Propionato + H,O (Esquema 2)

Aungue en menor medida, la fermentacion en el intestino grueso también contribuye a la
produccién de metano, aungque no es constante y depende del nivel de ingestion y de la
cantidad de materia organica que escape de la fermentacion ruminal y llegue al tracto

posterior (France y Dijkstra, 2005).

Las estimaciones de la cantidad de metano producido pueden realizarse mediante la
aplicacion de procedimientos in vivo como la técnica SF6 (técnica de marcado con
hexafloruro de azufre) o in vitro por medio de la técnica de produccién de gas o en el
sistema de fermentacion continua que simula las condiciones del rumen RUSITEC, los
cuales han sido validados encontrando siempre una mayor correlacion con la medicion
mediante la técnica de produccion de gas (0.74 a 0.98) que con el RUSITEC (0.16 a 0.20)
(Bhatta et al., 2007).
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3.4 TECNICA DE PRODUCCION DE GAS COMO HERRAMIENTA PARA
CUANTIFICAR LA FERMENTACION Y DEGRADACION RUMINAL

La fermentacion, degradacion y digestibilidad de los alimentos han sido reconocidos como
las principales fuentes de variacion de la racion y de sus componentes alimenticios, por lo
cual se hace necesario conocer y cuantificar dichos procesos (Dijkstra et al., 2005a). Si bien
seria interesante monitorizar en todo momento las materias primas, piensos o dietas
completas de rumiantes en todas la situaciones posibles in vivo para conocer tanto
cualitativa como cuantitativamente los nutrientes ingeridos, en la practica esto no es
factible ni viable econdmicamente (Dijkstra et al., 2005b; Navarro-Villa et al., 2011). La
busqueda de métodos que fuesen economicos, simples, de facil adopcion, eficientes, que
tuvieran la posibilidad de evaluacion de un amplio nimero de muestras en el tiempo con el
uso minimo de animales ha llevado al desarrollo de numerosas técnicas in vitro e in situ,
que utilizando la aplicacién de modelos matematicos vinculan los datos obtenidos con los
procesos que ocurren in vivo, generando una aproximacion e indicando un nivel de
confiabilidad de la respuesta obtenida (Williams, 2000; Getachew et al., 2005a; LOpez,
2005).

De manera general las técnicas in vitro resultan similares entre si ya que utilizan como
sustrato la muestra molida de interés, un medio de incubacién tamponante y un inéculo que
por lo general es liquido ruminal, lo cual en conjunto se pone a incubar en condiciones de
anaerobiosis a temperatura controlada, realizando mediciones de los indicadores de interés
con cierta periodicidad (Williams, 2000; Lopez, 2005). Este tipo de metodos pretenden
simular las condiciones de digestion in vivo y permiten la manipulacion de diversidad de
factores de variacion de una manera controlada, lo cual facilita su uso en el estudio de la
incidencia de componentes individuales sobre los parametros de fermentacion, pudiendo
evaluar la interaccion entre componentes de la racion (Wood y Manyuchi, 1997; Tang et
al., 2008), las variaciones particulares en el indculo (Calabro et al., 2005), la evaluacion de
compuestos secundarios del alimento (Makkar, 2005), ademas de permitir realizar la

prediccion del valor nutritivo de los alimentos (Williams, 2000) asi como la cuantificacion
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de la produccion de metano (Blimmel et al., 2005; Getachew et al., 2005a). La técnica
asume que la tasa de produccion de gas es directamente proporcional a la tasa de
fermentacion del sustrato incubado (France et al., 2000), aunque debe tenerse claro que la
tasa de fermentacion no puede ser considerada por si sola como un predictor de la tasa de
degradacion en vista de la influencia de la sintesis de biomasa microbiana (Chenost et al.,
2001).

El gas producido es medido como un indicador indirecto de la cinética de fermentacion,
pudiendo estimar los parametros que determinan dicha cinética mediante la aplicacion de
modelos matematicos no lineales a partir de los valores registrados luego de mediciones
periodicas (LOpez, 2005; Rymer et al., 2005). Segin Getachew et al. (2005a) y Dijkstra et
al. (2005b) estas técnicas han ganado relevancia como herramienta de investigacion en
comparacion con otras in vitro debido a su capacidad de proporcionar datos que describen
la cinética, el grado y la tasa de degradacién de una muestra, asi como por permitir
identificar y cuantificar la aparicion de productos de fermentacién. Sin embargo, a pesar de
dicho potencial debe tenerse en cuenta que s6lo genera una aproximacion de lo que sucede
en condiciones in vivo, pues carece de la complejidad que normalmente acontece en el
rumen del animal y por lo tanto no puede ser un indicativo estrictamente preciso de las
interacciones entre los componentes presentes en el alimento y la poblacién microbiana. De
igual modo, debe considerarse que si se pretende determinar la degradacion de cada uno de
los componentes de la materia organica se hace necesario la implementacion de técnicas
adicionales (Dijkstra et al., 2005b).

3.5 EMISIONES DE METANO DERIVADAS DE LA PRODUCCION ANIMAL

Junto con los procesos industriales, las practicas agricolas y pecuarias contribuyen de
manera notable a la emision de gases de efecto invernadero, identificindose al metano
como uno de los gases con mayor efecto sobre el calentamiento global, debido a su alto
potencial de calentamiento y un tiempo de vida atmosférico de 12 afios (Mirzaei-

Aghsaghali y Maheri-Sis, 2011; Navarro-Villa et al., 2011; Wright y Klieve, 2011).
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Abberton et al. (2008) afirman que la agricultura, la ganaderia y la silvicultura contribuyen
en un 30% con los gases de efecto invernadero mundial y con un 10% en el caso de Europa,
por lo cual el estudio de estos dos ambitos son identificados de interés para mitigar
emisiones. De manera global, el sector primario y en particular la fermentacién entérica en
rumiantes produce de un 21 a un 25% del total de las emisiones de metano (Abberton et al.,
2008) y segun cifras reportadas por Hook et al. (2010) los rumiantes domésticos tales como
ganado bovino, ovino y caprino producen cerca de 86 millones de toneladas métricas de
metano por afio, de las cuales aproximadamente 18,9 TM provienen de ganado de leche,
55,9 TM de ganado de carne y 9,5 de ovejas y cabras. Asi pues, considerar la
implementacion de nuevas tecnologias que tengan como objetivo especifico reducir las
emisiones tendra un impacto significativo. Bodas et al. (2012) consideran que desde el
punto de vista medioambiental global, el interés final debe ser el control de las emisiones
de metano de todo el sistema productivo, lo cual abarca varios aspectos en los cuales la
intervencion humana deben considerarse también. Por su parte Aguilar-Pérez et al. (2011)
considera que dado que las estrategias de mitigacion se encuentran limitadas a factores
especificos como la dieta, condiciones de manejo, estado fisiologico, destino productivo del
animal y regulaciones gubernamentales, resulta dificil desarrollar y aplicar una medida

Unica que abarque la solucion al problema de mitigacion de metano entérico.

3.6 ALTERNATIVAS DE MANEJO NUTRICIONAL PARA MITIGAR LA PRODUCCION
DE METANO

Teniendo en cuenta la consideracion de Dijkstra et al. (2005a) referente a que los tres
factores ligados a la nutricion que afectan en mayor medida a la produccion de metano son
la tasa de degradacion de la materia organica, la eficiencia de crecimiento microbiano y el
tipo de &cidos grasos producidos, las estrategias de manejo aplicadas que modulen estos
componente se convierten en puntos determinantes que marcaran tanto la eficiencia de uso
de los recursos alimenticios como las emisiones asociadas (Getachew et al., 2005b). Para
que sean efectivas, las estrategias nutricionales de mitigacion deben actuar basicamente por
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dos vias: un efecto de modulacién directa sobre la poblacion metanogenica, la cual segun
Chenost et al. (2001) constituye el grupo de microorganismos ruminales mas selectivo y es
afectado por varios factores relacionados con la dieta, o un efecto indirecto causado por la
disponibilidad de sustratos para la metanogénesis, lo cual usualmente sucede por
modificaciones sobre otros microbios del rumen (Hook et al., 2010). Segin Lascano y
Cérdenas (2010) la manipulacion de la composicion de nutrientes de la dieta de los
rumiantes puede reducir directamente la emisién de metano por el hecho de que no todos
sus componentes se fermentan de la misma manera en el rumen, lo cual genera diferentes
productos finales y cantidades de metano por unidad de componente nutricional fermentado
(Bodas et al., 2012). Considerando que el hidrégeno que sera reducido para la formacion de
metano se genera principalmente a partir de la fermentacion de los carbohidratos
estructurales, el control sobre la degradacion de estos debe considerarse con mayor
atencion (Mitsumori y Weibin, 2008). Dentro de las fuentes de carbohidratos estructurales,
se presentan diferencias en los patrones de fermentacion y en las emisiones, reportandose
que la hidrdlisis de leguminosas tales como la alfalfa y el trébol rojo produce menos
metano por gramo de materia seca ingerida cuando se compara con otro tipo forrajes
(Ramirez-Restrepo y Barry, 2005). De otra parte, con frecuencia suele asumirse que un
sistema de alimentacion con una mayor parte de pienso producira menos metano con
respecto a una dieta con alto contenido de forrajes (Johnson y Johnson, 1995). Sin embargo
el tipo de carbohidrato aportado por los piensos también influye, pues Johnson y Johnson
(1995) reportan que los azlcares solubles producen més metano que el almiddn,
registrandose que su reemplazo por almidon en el pienso reduce cerca de un 15% la

produccién de metano (Bodas et al., 2012).

El considerar componentes especificos de la racion y sus posibles modulaciones son
relevantes al momento de evaluar estrategias para reducir las emisiones. Sin embargo el
manejo integral del sistema alimenticio también deberd tenerse en cuenta, pues como
afirman Mirzaei-Aghsaghali y Maheri-Sis (2011), el favorecer la calidad del forraje, en
conjunto con un adecuado manejo de la carga ganadera y estrategias de pastoreo rotacional

han demostrado reducir las emisiones entéricas de metano en ciertos sistemas productivos.
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4. MATERIAL Y METODOS

La ejecucion de la fase experimental del trabajo de investigacion comprendié dos fases: la
primera correspondié a la caracterizacion, recopilacion de informacion de manejo
nutricional y toma de muestras de alimento en rebafios lecheros comerciales de la CAPV,
principalmente que participan en los programas de gestion técnico econdémica de Alava.
Teniendo en cuenta el material recopilado y los resultados obtenidos durante la primera
fase, en la segunda fase se plante6 una estrategia nutricional de mitigacion de las emisiones

de metano producidos a nivel de la fermentacién ruminal.

4.1 FASE DE CARACTERIZACION

4.1.1 Caracterizacion de rebafios y recoleccion de las muestras de alimento

Durante el otofio-invierno 2012-2013 se realiz6 la identificacion y seleccion de los regafios
que forman parte del estudio. Asi, en los meses de noviembre - diciembre de 2012 se
monitorizaron 16 rebafios en estado productivo de preparto (entendido como Gltimo mes de
gestacion), y entre diciembre de 2012 - enero de 2013, se monitorizaron 14 de los 16 de
preparto, al inicio de lactacion (entendida como el primer mes de produccion lechera). En
cada rebafio se realiz0 una encuesta a los pastores puntualizando informacién relacionada

con:
- Raza ovina del rebafio

- Manejo alimenticio a lo largo del afio: Con la informacion recopilada, se clasifico el

manejo alimenticio como:

o Intensivo: Se trata de explotaciones que no realizan pastoreo, mantienen los
animales permanentemente estabulados y que por tanto distribuyen la

alimentacion en pesebre a lo largo de todo el ciclo productivo.
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o Convencional: Combinan alimentacion en pesebre con periodos de pastoreo
en valle durante la primavera, pastan en monte durante el verano y otofio y

se mantienen en de estabulacion permanente durante el periodo invernal.
o Ecoldgico certificado

- Proporcion forraje / concentrado en la racion suministrada en los periodos de

preparto y inicio de lactacion

- Caracteristicas del forraje: Se diferencio la naturaleza del mismo (pradera, alfafa,
veza-avena) y el modo de conservacion (heno o ensilado). De igual modo, se
especificd en los casos en que la racion se distribuia como mediante un carro

mezclador unifeed.

- Caracteristicas del pienso: Para cada uno de los casos se indagd sobre el uso de soja

como fuente de proteina.

Del mismo modo, de cada rebafio monitorizado en las respectivas etapas productivas,
fueron tomadas de manera individual muestras representativas de los forrajes y
concentrados empleados. Los forrajes se desecaron en estufa a 60°C durante 48 horas
previo envio al laboratorio. Todas las muestras se sometieron a una molienda a un tamafio

de particula de 1 milimetro.

4.1.2 Analitica quimica de muestras de alimento

A partir de las muestras remitidas al laboratorio de alimentacion animal de Neiker-
Tecnalia, se determind el contenido de proteina bruta (PB), grasa bruta (GB), cenizas
totales, fibra neutro detergente (FND) y fibra é&cido detergente (FAD) mediante
espectroscopia en el infrarrojo cercano utilizando un equipo NIRS. A partir de la
caracterizacion nutricional de cada alimento, y con los datos suministrados por el ganadero

de la cantidad de cada uno de ellos suministrada en la racion, se calculé la composicion
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quimica de la racion total suministrada en cada rebafio en los dos estados fisioldgicos

monitorizados.

4.1.3 Clasificacion de forrajes

Con el fin de obtener un indice que permitiera evaluar la calidad de los recursos forrajeros
muestreados en cada explotacién, se procedié al calculo del valor relativo forrajero (VRF)

(Calsamiglia, 1997; Jeranyama y Garcia, 2004) mediante las siguientes ecuaciones.

VRF = (IMS x DMS) / 1,29
IMS (% kg PV) = 120 / % FND

DMS = 88,9 — (0,779 x % FAD)

Donde:

IMS: Ingestion del forraje en Materia Seca
DMS: Digestibilidad de la Materia Seca
PV: Peso Vivo

FND: Fibra Neutro Detergente (%)

FAD: Fibra Acido Detergente (%)

VRF: Valor Relativo Forrajero

Los forrajes fueron categorizados como excelentes si tenian un VRF calculado superior a
151; de primera si el valor estuvo entre 151 — 125; de segunda entre 124 — 103; de tercera

entre 102 — 87; de cuarta entre 86 - 75 y de quinta si fue menor a 75.
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4.1.4 Incubaciones in vitro

Con el objeto de evaluar la produccién de gas correspondiente a cada una de las raciones
suministradas en los rebafios, se implementd la técnica de produccién de gas en botellas de
acuerdo a la metodologia propuesta por Theodorou et al. (1994), considerando las
modificaciones sugeridas por Mauricio et al. (1999). Las incubaciones se realizaron
utilizando como donantes de in6culo ruminal dos ovejas no gestantes ni lactantes de raza
Latxa fistuladas en rumen que recibian una racion diaria de forraje ad libitum. La
recoleccion del contenido ruminal se realizd antes de la distribucion de la racion de la
mafiana, siendo éste filtrado a través de una doble capa de gasa y almacenado en termos
previamente calentados para ser transportado al laboratorio. De cara a la incubacion se
prepar6 el medio de cultivo siguiendo el protocolo propuesto por McDougall (1948) (Tabla
1) el cual fue gaseado con CO, luego de su elaboracion con el fin de garantizar las
condiciones de anaerobiosis; el medio se mezcl6 con el indculo ruminal en una proporcion

1:4 (v/v; fluido ruminal/medio de cultivo).
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Tabla 1. Composicion quimica del medio de cultivo

Soluciones

Solucién final (ml/)

Concentracion parcial (/1)

Solucion de macrominerales

Na,HPO412H,0
KH,PO,

Solucion de tampon

NH,CO;
NaHCO;

Solucion de reductora

Cisteina - HCL
NaOH 1M

Na,S10H,0

Solucion de microminerales

CaCl,2H,0
MnCl,4H,0
CoCl,6H,0
FeClz6H,0

Solucién de resazurin

Resazurin
Agua destilada

9
(9)

(9)

(9)
@

@
9)
@

9
(9)
(9)
9

9

208,09

208,09

62,43

0,10

1,04
518,63

9,45
6,20
0,60

4,00
35,00

6,25
40
6,67

13,20
10,00
1,00

0,01
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Para la preparacion de las muestras a incubar se realizé el céalculo relativo de cada
ingrediente en las raciones para una cantidad total de 500 mg. De este modo, la vispera del
inicio del ensayo se pesé un total de 500 £ 5 mg MS en botellas de suero de 125 ml, que
luego fueron dosificadas con 50 ml de la mezcla fluido ruminal-medio de cultivo. Para cada
racion evaluada se realizd una incubacion por triplicado en dos series independientes;
ademas se incubaron blancos, entendiendo como tales aquellas botellas que contienen la
solucion el medio de cultivo junto con el ino6culo ruminal pero carecian de sustrato a
fermentar. Las botellas se cerraron con tapon de butilo, se sellaron herméticamente y se

colocaron finalmente en un incubador SELECTA a temperatura constante (39,0 + 0,1 °C).

Para la determinacion de la produccion de gas se empled un transductor de presion Vega
Bar 14 y se realizaron lecturas de la presion acumulada en la cabeza de la botella a las 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 24, 30, 36, 48, 72 y 96 horas tras la inoculacién, liberando el gas
acumulado y agitando las botellas antes de regresarlas al incubador. Los valores de presion
registrados se usaron para estimar el volumen de gas acumulado utilizando la formula
propuesta por Frutos et al. (2002); los valores posteriormente fueron corregidos por el
volumen de gas procedente del “blanco”, asi como por la cantidad de materia organica

incubada.

Para la determinacion de la digestibilidad de la materia organica y de los acidos grasos
volatiles se realiz6 la incubacion de las muestras de interés por 24 horas. La digestibilidad
fue determinada siguiendo la metodologia propuesta por Pell y Schofield (1993), quienes
describen que luego del tiempo de incubacion debe procederse a detener la fermentacién
microbiana mediante la introduccion de las botellas por 30 minutos a temperaturas de
congelacion, para posteriormente aplicar 45 ml de una solucion neutro detergente e
introducirlas en estufa a 105°C durante una hora. Cumplido el tiempo indicado, las
muestras se filtran en un equipo digestor de fibra Tecator, realizando un lavado con agua
caliente, acetona y etanol con el fin de recoger los residuos en crisoles filtrantes que
posteriormente se desecan en estufa a 105°C e incineran en mufla a 550°C. Para la
determinacion de la produccion de acidos grasos volatiles se implementd la técnica descrita
por Jouany (1982), adaptada para columna capilar utilizando acido metil valérico como

patron interno. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se tomé una muestra de cada
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botella y se mezclé con solucion desproteinizante (4:1 v/v), se centrifugé a 12000 rpm
durante 15 minutos, se recogio el sobrenadante en viales de cromatografia y se procedié a
la cuantificacion de la concentracion de AGV (acético, propidnico, butirico, isovalérico,

isobutirico) utilizando un cromatdgrafo de gases.

4.1.5 Célculos y analisis estadistico
4.1.5.1 Parametros de la cinética de produccion de gas

Los datos de produccion de gas registrados a lo largo de la serie temporal indicada
anteriormente se ajustaron al modelo basado en la generalizacion de Michaelis-Menten
descrito por Groot et al. (1996):
G= A (1+B°/t9)?
Donde:
G: Produccion de gas (ml/g MOI) a tiempo t,
A: Produccidn potencial de gas (ml/g MOI)
B: Tiempo de incubacion en el que se alcanza una produccion de gas equivalente a la mitad

del valor potencial (h)
c: Constante adimensional que determina la forma de la curva

Mediante la siguiente formula se realizo el calculo del tiempo de incubacién necesario para

que se alcance la tasa de produccion de gas maxima (Groot et al., 1996)

trv= B (C-l) ve

Partiendo de los parametros By c, se realizo el calculo de la tasa de produccion de gas (Rv)
a tiempo “trm” a partir de la siguiente ecuacion (Groot et al., 1996)

Ru=ct!/ (B® + t°)

Finalmente, a partir de los valores de gas registrados a las 24 horas, se realiz6 el célculo de
emisiones de gas por dia tanto por gramo de materia organica incubada como por gramo de

materia organica fermentada.
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4.1.5.2 Determinacion de la digestibilidad in vitro de la materia organica

Para determinar la digestibilidad in vitro, se cuantifico en primera lugar la materia organica
del residuo contenido en los crisoles filtrantes:

MOR =CMS - CC
Donde:

MOR: Materia Orgéanica del Residuo (g)
CMS: Crisol mas Materia Seca (g)
CC: Crisol més Cenizas (g)

Partiendo del pardmetro anterior, se calculo el valor de digestibilidad in vitro de la materia
organica mediante la formula
DIVMO = (MOI - (MOR - MOB)) / MOI
Donde:
DIVMO: Digestibilidad in vitro de la Materia Organica (g/g)
MOI: Materia Organica Incubada (g)

MOR: Materia Orgéanica del Residuo (g)
MOB: Materia Organica del Blanco (g)

4.1.5.3 Estimacién de pardmetros de sintesis microbiana

Para la estimacién del factor de particidn entre el gas producido por mg de materia organica
fermentable, sintesis de biomasa microbiana, la eficiencia de sintesis microbiana y el ratio
acidos grasos volatiles totales / materia organica fermentable fue necesario calcular la

materia organica fermentable mediante la siguiente formula:

MOF = MOI * DIMO
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Donde:

MOF: Materia Organica Fermentable (Q)
MOI: Materia Organica Incubada (g)
DIMO: Digestibilidad in vitro de la Materia Organica (g/g)

Del mismo modo, se hizo uso de los valores de gas acumulados durante las primeras 24
horas de incubacion realizada para la cinética de produccion de gas y se procedio al céalculo
de cada parametro siguiendo las formulas propuestas por Blimmel y Lebzien (2001) y

Blummel et al. (2005) que se detallan a continuacion:

FP,4= MOF / gas
SBMys= MOF — (gas * 2.2)
ESMy4= (MOF - (gas*2.2)) / MOF

AGV / MOF= mmol totales AGV / MOF

Donde

FP,4: Factor de Particion a 24 horas (mg MO/ml)

SBMg_,: Sintesis de Biomasa Microbiana a 24 horas (mg)
ESM,,:. Eficiencia de Sintesis de Biomasa Microbiana (g/g)
AGV: Acidos Grasos Volatiles (mmol)

4.1.5.4 Estimacion de la produccion de metano

A partir de los valores registrados de acidos grasos volatiles y teniendo en cuenta la
ecuacion propuesta por Wolin (1960) se determind la cantidad de metano producida por
unidad de MS incubada (mmol de metano/ g MS incubada). Haciendo uso del contenido de
materia organica de las raciones incubadas y de la cantidad de materia organica
fermentable, se realizo el céalculo de produccion de metano referido a estas dos variables
(mmol de metano/ g MOI; mmol de metano/ g MOF).
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4.1.5.5 Andlisis estadistico

Los resultados de la analitica quimica de las raciones monitorizadas fueron analizados

mediante estadistica descriptiva.

Los pardmetros de cinética de produccion de gas (A, B, ¢, trm Y Rwm), la produccion de
gas/dia por materia organica incubada y fermentada, la digestibilidad in vitro de la materia
organica, la produccion acidos grasos volatiles totales e individuales, el ratio &cido
acético/propidnico, el factor de particion, la sintesis de biomasa microbiana, la eficiencia de
la sintesis de biomasa microbiana, el ratio acido graso volatil total/materia organica
fermentable y los valores de metano fueron comparados entre estados fisiologicos asi como
dentro de las raciones que conforman cada estado. Para el caso de las raciones de preparto
se realizd la incubacion en botellas de 17 muestras por triplicado (16 raciones y un blanco)
en dos series independientes que fueron consideradas como la unidad experimental,
teniendo un nimero total de observaciones de 17 (muestras) x 3 (réplicas) x 2 (series) =
102. Para las raciones de inicio de lactacion se incubaron 15 muestras por triplicado (14
raciones y un blanco) en dos series independientes que fueron consideradas como la unidad
experimental, teniendo para este caso un nimero total de observaciones de 15 (muestras) x
3 (réplicas) x 2 (series) = 90. Para la comparacion entre estados fisiologicos se emplearon
los resultados obtenidos para cada parametro en el andlisis de cada estado comparando 16
resultados de datos en las raciones de preparto y 14 en inicio de lactacion, tomando como
unidad experimental al rebafio. EI modelo estadistico fue el siguiente:

Y=p+T+e
Donde:

Y: Variable dependiente,

u: Media poblacional,

T: Efecto debido al estado fisiologico o efecto debido a la racion dentro de cada estado,
segun el caso.

&: Error residual
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Todos los parametros anteriormente mencionados fueron analizados por unidad
experimental mediante un GLM, realizando también un contraste ortogonal de Tukey para
la separacion de medias mediante el programa estadistico SAS 2003; las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas con un valor p<0,05.

4.2 FASE DE MITIGACION

Partiendo de los resultados obtenidos en la fase de caracterizacion en el estado fisioldgico
de inicio de lactacion, se propusieron las siguientes estrategias de mitigacion de las

emisiones de metano:

- lainclusion de grasa de diferente origen (torta de colza, torta de girasol y grasa de

palma).
- lainclusion de dos niveles de grasa en la racion (3% y 5%).

- el empleo de forrajes de distinta calidad en raciones de lactacion.

4.2.1 Tratamientos experimentales

Se planted un disefio multifactorial 2 x 3 x 2 con el fin de realizar la evaluacion de la
inclusion de dos niveles de grasa (Tabla 2) en una racion constituida por un 60% de forraje
y 40% de concentrado, utilizando tres materias primas como fuentes de grasa (torta de
colza, torta de girasol y grasa de palma), dos niveles de inclusion de grasa en la racion total
(3% y 5%) y dos henos de pradera de distinta calidad (alta y baja). EI componente forrajero
se seleccion6 a partir de los henos y ensilajes muestreados en inicio de lactacion

provenientes de recursos locales considerando el VRF calculado en la fase anterior.
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Tabla 2. Analitica quimica y clasificacion de los forrajes experimentales

Forraje % MS % Cen % PB % FAD % FND VRF Clasificacion
Heno de hierba 87,33 9,72 15,76 31,28 46,73 112,18 Segunda
Heno de hierba 79,58 6,9 9,4 36,13 61,33 73,34 Quinta

MS: Materia seca; Cen: Cenizas; PB: Proteina bruta; FAD: Fibra acido detergente; FND: Fibra neutro detergente; VRF: Valor relativo
forrajero.

Del mismo modo se formularon 6 piensos experimentales isograsos e isocaloricos (1,05
UFL) que cubrieran los requerimientos de proteina bruta para animales en fase de lactacion.
Los ingredientes utilizados y la analitica quimica de los piensos pueden verse en la tabla 3.
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Tabla 3. Ingredientes y analitica quimica de los piensos experimentales

Pienso
Grasa en racion total 3,1% Girasol  3,1% Colza 3,2% Palma
Ingrediente (% sobre material seca)
Torta de colza obtenida mediante prensado en frio / 12 /
Torta de girasol obtenida mediante prensado en frio 12,4 /
Palma / 2,2
Torta de soja 6,0 3,6 11,0
Cebada 17,5 19,0 17,2
Maiz 5,6 7,6 5,0
Avena 39,0 39,0 50,0
Habas 14,0 134 13,2
Guisante 52 55 2,0
Composicion guimica (% sobre materia seca)
Materia orgénica 87,6 87,7 87,7
Proteina bruta 21,2 20,7 19,7
Fibra bruta 11,4 9,6 10,8
Grasa bruta 6,2 6,2 6,6
Pienso
Grasa en racion total 4,8% Girasol 4,4% Colza  4,7% Palma
Ingrediente (% sobre material seca)
Torta de colza obtenida mediante prensado en frio / 35,0 /
Torta de girasol obtenida mediante prensado en frio 36,1 /
Palma / / 6,3
Torta de soja / / 14,5
Cebada 13,2 15,4 /
Maiz 1,0 4,1 /
Avena 443 45,0 79,0
Habas 5,7 / /
Composicion quimica (% sobre materia seca)
Materia organica 87,8 87,6 87,9
Proteina bruta 17,8 18,4 16,0
Fibra bruta 12,9 9,8 12,0
Grasa bruta 10,7 9,5 10,4
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4.2.2 Incubaciones in vitro, calculos y analisis estadistico

El procedimiento de las incubaciones in vitro se realiz6 de la manera descrita en el epigrafe
4.1.4. Los pardmetros del ajuste de la cinética de produccion de gas, la digestibilidad de la
materia organica, la produccion de acidos grasos volatiles, la estimacion del factor de
particion, la sintesis de biomasa microbiana, la eficiencia de produccion de biomasa
microbiana, la relacion &cidos grasos volatiles/materia organica fermentable y la
produccion de metano se calcularon tal y como fue descrito en los apartados 4.1.5.1,
4152,4153y4.154.

Los tratamientos evaluados y las combinaciones de los mismos fueron incubados por
triplicado en dos series independientes consideradas como unidad experimental. EI nUmero
total de observaciones fueron 2 (Heno) x 3 (Tipo de Grasa) x 2 (Nivel) x 3 (Réplicas) x 2
(Series) = 72. El anélisis estadistico de los pardmetros estimados de cinética de produccion
de gas (A, B, ¢, tam Y Rwm), la produccién de gas/dia por materia orgénica incubada y
fermentada, la digestibilidad in vitro de la materia organica, la produccion acidos grasos
volatiles totales e individuales, el ratio acido acético/propionico, el factor de particion, la
sintesis de biomasa microbiana, la eficiencia de la sintesis de biomasa microbiana, el ratio
acido graso volatil total/materia organica fermentable y los valores estimados de metano

fueron comparados mediante el modelo:

Yijkzu‘i‘Ti + Nj + Hy + (TX N)ij+ (TX H)ik+ (NX H)jk+ (TX N X H)ijk+8ijk

Donde:

Y: Variable dependiente,

u: Media poblacional,

T: Efecto debido tipo de grasa (girasol, colza, palma),

N: Efecto debido al nivel de grasa en la racion total (3% - 5%)
H: Heno de alta o baja calidad

e: Error residual
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Todos los parametros anteriormente mencionados fueron analizados por unidad
experimental mediante un GLM, realizando también un contraste ortogonal para la
separacion medias mediante el programa estadistico SAS, 2003; las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas con un valor p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 FASE DE CARACTERIZACION

5.1.1 Raciones de preparto

Mediante la encuesta que se aplico a los ganaderos que participaron en el proyecto, se

identificaron las siguientes caracteristicas del sistema productivo (Tabla 4):

Raza: la mayoria de los rebafios monitorizados correspondieron a la raza Latxa
(n=14 rebafios Latxa, 88% de la muestra), si bien 2 (12%) se basaban en la
explotacion de animales de la raza Assaf.

Manejo alimenticio: precisamente los 2 rebafios de la raza Assaf se caracterizaron
por un sistema de estabulacion permanente a lo largo de todo el ciclo productivo,
siendo clasificados como intensivo. Por su parte, de los rebafios Latxa 2 fueron
convencional/unifeed, 2 convencional/pienso sin soja, 2 convencional con

certificacion ecoldgica, 8 rebafios convencional.

Proporcion forraje/concentrado: salvo en el caso de un rebafio que proporcionaba
una racion con relacién forraje/concentrado de 33/67, esa relacion fue inversa en el
resto de las dietas analizadas, de modo que se trabajé principalmente con raciones
forrajeras. En particular el rango observado comprendia desde 67/33 hasta 80/20.
Como resultado de ello en 6 explotaciones Latxa el contenido de proteina aportado
por el recurso forrajero fue mayor que aquel aportado por el concentrado y en otras
6 explotaciones que manejan esta misma raza el contenido de proteina aportado se

encontrd bastante cercano a las cantidades aportadas por el concentrado (Tabla 4).

Tipo de forraje empleado y modo de conservacion: En los rebafios Latxa, de manera
mayoritaria se empled heno de pradera (n=10 rebafios), si bien hubo un rebafio que
proporcionaba heno de veza, otro heno de festuca, otro heno de alfalfa y 1 henolaje
de pradera. Por su parte, los rebafios Assaf usaban paja de cereal como unico aporte
de forraje.
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Tabla 4. Caracterizacion de raciones suministradas durante la fase de preparto en

rebafios comerciales de ovino lechero en la CAPV

RACIONES/REBANOS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Raza' As As Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt
Manejo
alimenticio? 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2;3 2:3 2:4 2:5 2:5 2:4
FIC? 33/67 68/32 70/30 70/30 73/27 67/33 70/30 70/30 72/28 75/25 71/29 64/36 72/28 80/20 69/31 76/24
Contenido en proteina bruta (%)
Forraje 75 81 103 96 139 72 157 138 79 138 162 166 21,3 148 155 155
Concentrado 146 198 119 173 17,7 119 116 165 148 115 124 124 157 17,7 17,7 9.2
Valor Relativo Forrajero

635 87 92,7 1041 1123 951 1284 999 91,3 1031 132,1 138,8 1239 104,6 1043 90,7

Clasificacion 52 42 34 22 22 32 12 32 32 248 12 12 248 248 24 3
Tipo de forraje (% del total de forraje ofrecido)

Paja cereal 100 100 / / / / / / / / / / / / / /
Heno pradera / / 100 100 100 100 100 / 100 100 / 100 100 100 / /
Heno veza / / / / / / / 100 / / / / / / / /
Heno festuca / / / / / / / / / / 100 / / / / /
Heno alfalfa / / / / / / / / / / / / / / 100 /
Henolaje
pradera / / / / / / / / / / / / / / / 100

1 As: Assaf; Lt: Latxa;? 1: Intensivo; 2: Convencional; 3: Unifeed; 4: Pienso sin soja como fuente de proteina; 5: Explotacion con

certificacion de ecolégico; *F/C: Relacion forraje/concentrado
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5.1.1.1 Analitica quimica de las muestras de alimento

Como puede observarse en la tabla 5, el contenido de los nutrientes presentd un amplio
rango entre las raciones. Los valores calculados de materia seca variaron de 643 a 941 g/kg
con un valor promedio de 858 g/kg; la materia organica de 587 a 879 g/kg MS con un valor
medio de 786,8; el contenido de proteina bruta de 84 a 166 g/kg MS con un valor promedio
de 131, 7 g/kg MS; la fibra neutro detergente de 25 a 475 g/kg MS con un valor promedio
de 375,8 g/lkg MS; la fibra acido detergente de 158 a 283 g/kg MS vy el valor de grasa bruta
de 1 a 23 g/kg MS.

Tabla 5. Composicién quimica calculada (g/kg) de raciones de preparto suministradas
en rebafos comerciales de ovino lechero de la CAPV

RACIONES/REBANOS Prom DE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

ANALITICA QUIMICA DE LA RACION (a/kq)

MS 941 929 867 831 867 869 876 893 842 910 900 819 749 888 904 643 858 739
MO 879 857 804 756 787 811 798 820 773 841 815 738 686 805 832 587 7868 708
PB 128 122 103 114 149 83 141 146 936 133 166 161 140 143 145 140 1317 233
GB 23 1 10 13 1 10.1 11 10 7 11 9 10 19 8 13 4 10 5.6
FND 240 425 421 390 378 394 327 327 430 425 333 295 360 440 353 475 3758 614
FAD 158 268 260 238 244 247 219 219 279 251 282 181 202 279 276 277 2425 37,7

MS = Materia seca; MO = Materia organica; PB = Proteina bruta; GB = Grasa bruta; FND = Fibra neutro detergente; FAD = Fibra cido
detergente; Prom= Promedio; DE= Desviaci6n estandar

5.1.1.2 Clasificacion de forrajes

A traves del calculo del VRF se clasificéd la calidad de los forrajes empleados por rebafio.
Se identificaron 3 rebafios que emplearon forrajes de primera calidad, 6 de segunda, 5 de
tercera, 1 de cuarta y 1 de quinta (Tabla 4).
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5.1.1.3 Cinética de produccién de gas

En la tabla 6 se detallan los parametros del ajuste de produccion de gas y produccion de gas
total por dia de raciones incubadas de preparto. No se encontraron diferencias significativas
entre las raciones (P=0,133) para el parametro que describe la produccion potencial de gas
(“A”), encontrando que los valores registrados se encuentran entre 252,7 y 342,2 ml/g MO.
Del mismo modo, el tiempo de incubacion necesario para que se alcance la tasa de
produccion de gas maxima (“trm”) no fue diferente entre raciones (P=0,963), registrando
valores que oscilaron entre 8,26 y 15,22 h. La tasa de produccion de gas maxima (“Ry”) y
la constante que define la forma de la curva de produccion de gas (“c”) tampoco fueron
diferentes (P=0,658), registrandose valores entre 0,1 y 0,23 h™ para “Ry” y entre 1,10 y 1,4
para “c” (Tabla 6).

Para el parametro que describe el tiempo de incubacion en el que se alcanza la mitad del
valor potencial de produccion de gas (“B”) se observaron valores mayores para la dieta del
rebafio 2, cuando se compard con las dietas de los rebafios 7 (P=0,040) y 15 (P<0,001). Por
su parte los valores registrados para este mismo parametro en la dieta del rebafio 15 fueron
menores cuando se compararon con las raciones de los rebafios 1 (P=0,040), 3 (P=0,020), 4
(P=0,009), 8 (P=0,010), 9 (P=0,008), 10 (P=0,008), 11 (P=0,003), 14 (P=0,002) y 16
(P=0,002) (Tabla 6).

Con respecto a la produccién de gas total por dia no se observaron diferencias entre
raciones al expresar dicha produccion como ml/gas por gramo de materia organica
incubada (P=0,618) ni como ml/gas por gramo de materia organica fermentada (P=0,543)
(Tabla 6).
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Tabla 6. Parametros del ajuste de produccion de gas y produccion de gas total por dia de raciones incubadas de preparto

suministradas en rebafos comerciales de ovino lechero de la CAPV

RACIONES/REBANOS EEM P
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
AJUSTES AL MODELO DE PRODUCCION DE GAS
3044 3270 3254 3262 3422 3199 3139 2878 3023 3023 3396 3172 3261 3014 2527 3094 229 0133
B 20,7* 266 21,8 227®  19,1% 191"  165° 21,9® 229®  230®  242% 18 18,7%  246®  10,7°  21,9® 24 0,002
c 1,2 1,2 1,2 1,2 13 1,2 13 13 11 13 11 1,2 1,2 1,2 14 13 01 0,658
trwm 12 14,2 11,2 99 11,3 8,3 98 14,3 11,2 15,2 11,3 8,6 8,9 11,1 9,2 15,9 54 0,963
Ru 0,16 0,16 0,15 0,15 0,17 0,12 0,20 0,18 0,14 0,18 0,10 0,14 0,14 0,13 0,23 0,20 059 0,778
PRODUCCION TOTAL DE GAS/DIA
ml/g MOI 166,9 155 168 1646 1907 178 189 150,2 1643 1545 1657 1795 1842 1454 1847 1625 2142 0,618
ml/gMOF 268,1 233 316 3001 2525 3251 290 2567 2806 2618 2834 2988 3003 2576 2868 252 37,45 0543

“A”: Produccién potencial de gas; “B”: Tiempo de incubacion en el que se alcanza la mitad del valor potencial; “c”: Constante adimensional que determina la forma de la curva; “trm”. Tiempo de
incubacion necesario para que se alcance la tasa de produccion de gas maxima; “R”: Tasa de produccion de gas maxima; MOI: Materia orgéanica incubada; MOF: Materia organica fermentableEEM:
Error estandar de la media. VValores medios dentro de una misma fila con superindices diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
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5.1.1.4 Digestibilidad in vitro de la materia organica y acidos grasos volatiles

La digestibilidad media de las raciones empleadas (Tabla 7) fue de 59 g/100g, oscilando
entre 53 y 66 g/100g, sin bien no se encontraron diferencias significativas (P=0,116) entre
las raciones de preparto monitorizadas. La produccion total de acidos grasos volatiles
totales no fue diferente estadisticamente (P=0,493); no fue diferente la proporcion de acido
acético (P=0,997), propionico (P=0,998), butirico (P=0,150), de la sumatoria de
isovalérico-isobutirico (P=0,626) y la relacién &cido acético/acido propionico (P=0,999)
(Tabla 7).

5.1.1.5 Parémetros de sintesis microbiana y produccién de metano

En la tabla 8 se detallan los valores de FP,;, AGV:MOF, SBM,4, ESM,, y metano/dia
estimados in vitro a partir de la incubacién de raciones de preparto. No se encontraron
diferencias para FP,; (P=0,958), AGV:MOF (P=0,171), SBMy, (P=0,278) ni ESMy,
(P=0,796) entre raciones. Tampoco fueron determinadas diferencias entre raciones en
produccién de diaria de metano producido por gramo de MOF (P=0,426) o por gramo de
MOI (P=0,834).
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Tabla 7. Digestibilidad in vitro de la materia organica (g/100g) y produccién de acidos grasos voléatiles de raciones de preparto
suministradas en rebafios comerciales de ovino lechero de la CAPV

RACIONES/REBANO EEM P

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

DIVMO (g/100g)

60,5 60,2 5322 5516 66,30 5363 64,99 5619 53,63 57, 56,41 616 5883 61,20 63,05 62,08 0,40 0,116

AGV Totales (mmol/500 mg)

4,98 508 558 533 485 484 473 525 4.8 555 518 518 495 590 571 531 0,49 0,493

AGV Individuales (g/g AGV totales)

Acético 0,58 0,59 059 059 058 060 060 059 060 060 059 060 059 059 060 060 0,02 0,997
Propi6nico 0,23 0,23 023 023 023 023 023 023 022 022 023 022 024 023 022 022 0,01 0,998
Butirico 0,12 0,11 011 011 o011 010 011 011 011 011 011 02112 011 011 011 011 0,005 0,15
Isovalérico+Isobutirico 0,04 0,03 003 003 004 003 004 004 003 003 003 003 003 003 003 003 0,002 0,626
Acético:Propidnico 2,55 2,61 253 253 251 257 264 257 269 267 257 269 241 262 269 2,68 0,28 0,999

DIVMO: Digestibilidad in vitro de la materia organica; AGV: Acidos grasos volatiles; EEM: Error estandar de la media
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Tabla 8. FP,, (mg MO/ml), AGV:MOF (mmol/g MO), SBM,4 (mg), ESM., (9/100g) y
metano/dia estimados in vitro a partir de la incubacion de raciones de preparto

suministradas en rebafios comerciales de ovino lechero de la CAPV

RACIONES/REBANO EEm P
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
FP,,! (mg MO/ml)
3,7 4 3,5 32 38 37 34 39 34 37 36 34 34 39 35 41 059 0958

AGV:MOF? (mmol/ g MO)
18 17,5 18,1 20,7 18,2 169 186 199 194 192 240 21,7 21,0 216 224 22,7 232 0,171

SBM,,® (mg)
112,8 1479 1310 1232 974 1322 938 831 1075 1122 628 739 886 985 106,7 979 27,17 0,278

ESM,,> (9/100g)
41,0 51,9 42,6 443 355 452 375 325 434 382 294 324 373 36,1 424 400 090 0.796

METANO DIA mmol/g Fermentable
53 5,2 53 6,2 54 50 55 59 59 58 71 65 64 63 63 68 08 0426

METANO DIA mmol/g Incubado
3,3 3,5 3,7 3,6 33 32 33 37 33 37 38 36 35 41 39 36 364 0834

'FP: Factor de particion; AGV:MOF: Ratio 4cido graso volatil total: Materia orgénica fermentable;*SBM: Sintesis de biomasa
microbiana,*ESM: Eficiencia de sintesis microbiana; EEM: Error estandar de la Media
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5.1.2 Raciones de inicio de lactacion

A través de la encuesta que se aplico a los ganaderos, se identificaron las siguientes

caracteristicas de los sistemas productivos en esta fase (Tabla 9):

Raza: Se monitoriz6 la misma muestra de rebafios considerados durante la fase de
preparto, salvo 1 Assaf y 1 rebafio Latxa. Por tanto, el conjunto de rebafios estuvo
constituido por 1 rebafio Assaf y 13 rebafios de raza Latxa.

Proporcion forraje/concentrado: Se identificaron raciones en las que prevalecio la
cantidad de forraje ofrecida, encontrando 1 rebafio con 72/28, 2 rebafios con 70/30 y
2 rebafios con 68/32, aunque también se identificaron raciones con relaciones
medias (50/50 1 rebafio, 48/52 1 rebafio) o de menos aporte de forraje, como en el

caso de un rebafo con 40/60.

Manejo alimenticio: El manejo alimenticio de los rebafios monitorizados fue el
mismo indicado que para el caso de preparto, salvo 1 rebafio Assaf menos que
implementaba un manejo intensivo y un rebafio Latxa de manejo convencional con

certificacion ecologica.

Tipo de forraje empleado y modo de conservaciéon: La mayoria de los rebafios
aportaban al menos dos forrajes diferentes en esta etapa productiva, siendo la base
principalmente heno (7 rebafios) o heno de pradera (8 rebafios), utilizando la
combinacion de ambos en 2 rebafios. En el resto de los rebafios que usban heno de
alfalfa como forraje principal, 2 Gnicamente usaban esta como aporte forrajero
unico y el resto lo complementaba con ensilado de maiz o heno de festuca. En el
caso de los que utilizaban heno de pradera, 2 emplearon heno de veza como forraje
adicional; existié solo 1 rebafio que utiliz6 henolaje de hierba de pradera como

forraje Unico.
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Tabla 9. Caracterizacion de raciones suministradas durante la fase de inicio de

lactacion en rebafios comerciales de ovino lechero en la CAPV

RACIONES/REBANO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Raza' As Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt Lt
Manegjo alimenticio®>  1;3 2 2 2 2 2 2 2 2 2;3 2 2;4 2;5 2;5
FIC? 50/50 61/39 40/60 63/37 70/30 63/37 68/32 63/37 60/40 48/52 60/40 70/30 72/28 68/32

Contenido en proteina bruta (%)

Forraje 134 138 192 147 88 159 94 155 138 165 139 152 170 109
Concentrado 224 181 173 228 163 214 193 130 169 172 200 116 116 158

Valor Relativo Forrajero
1475 106,9 127,0 119,7 85,7 1163 1176 957 93,1 1750 116,7 1511 159,3 64,5
Clasificacion® 18 28 18 22 4 2? 2° 3 3 12 22 Exc* Exct* 5°

Tipo de forraje (% del total de forraje ofrecido)

Heno alfalfa 46,0 36,8 100 / / / / 47,0 / 100 / 100 833 /
Ensilaje de maiz 54,0 / / / / / / / / / / / / /
Heno de pradera / 31,6 / 519 100 635 100 53,0 100 / / / 16,7 /
Heno de festuca / 31,6 / / / / / / / / 100 / / /
Heno de veza / / / 48,1 / 36,5 / / / / / / / /
Henolaje de hierba / / / / / / / / / / / / / 100

1 As: Assaf, Lt: Latxa; 2 1: Intensivo, 2: Convencional, 3: Unifeed, 4: Pienso sin soja como fuente de proteina, 5: Explotacién con

certificacion de ecol6gico; * F/C: Relacion forraje/concentrado; * Exc: Excelente

5.1.2.1 Analitica quimica de las muestras de alimento

Como puede observarse en la tabla 10, el contenido de materia seca se encontro entre 592
o/kg y 911 g/kg con un valor promedio de 844, el contenido de materia organica entre 505
0/kgMS y 833 g/kgMS, el contenido en proteina cruda entre 111 g/kgMS y 195 g/kgMS, la
grasa bruta entre 1 g/kgMS y 38 g/kgMS, la fibra neutro detergente entre 155 g/kgMS y
446 g/kgMS vy la fibra &cido detergente entre 117 g/kgMS y 244 g/kgMS.
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Tabla 10. Composicién quimica calculada (g/kg) de raciones de inicio de lactacion

suministradas en rebafios comerciales de ovino lechero de la CAPV

RACIONES/REBANOS Prom DE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

ANALITICA QUIMICA DE LA RACION (g/kq)
MS 592 905 911 888 704 860 863 891 911 903 918 900 813 757 8440 966
MO 505 823 833 816 634 783 780 803 840 802 850 825 731 691 7654 968
PB 195 141 181 176 111 179 161 160 157 169 163 141 154 125 1581 22,7
GB 1 17 29 24 10 25 1 12 11 1 38 14 12 9 146 111
FND 404 302 155 290 446 283 434 330 332 330 298 260 267 415 3247 793
FAD 253 220 117 195 283 190 275 234 217 244 177 194 198 242 217,1 433

MS = Materia seca; MO = Materia organica; PB = Proteina bruta; GB = Grasa bruta; FND = Fibra neutro detergente; FAD = Fibra &cido

detergente; Prom= Promedio; DE= Desviaci6n estandar

5.1.2.2 Clasificacion de Forrajes

A través del calculo del VRF se clasifico la calidad de los forrajes empleados por rebafio.

Se identificaron 2 explotaciones que suministraron forrajes de calidad excelente, 3 de

primera, 5 de segunda, 2 de tercera, 1 de cuarta 'y 1 de quinta (Tabla 9).

De acuerdo al VRF obtenido para el forraje o la combinacién de los forrajes empleados, se

observa que en el 36% de los rebafios era de alta calidad, destacando que en el 50% de los

rebafios se empled forraje de calidad media e incluso 1 heno y 1 henolaje de hierba de

pradera de baja calidad.

5.1.2.3 Cinética de produccion de gas

Como puede observarse en la tabla 11, al comparar los parametros del ajuste de produccion

de gas de las 14 raciones monitorizadas se encontraron diferencias en todos los parametros
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evaluados (“A”, “B”, “c”, “trm” ¥y “Rm”). La produccion potencial de gas (“A”) fue mayor
en la racién 14 con respecto a los valores presentados en la racion 1 (P=0,020) y 12
(P=0,050). EI tiempo necesario en el que se alcanza la mitad del valor potencial de
produccion de gas (“B”) fue menor en la racion 10 con respecto a los valores presentados
por la dietas 5 (P=0,002), 9 (P=0,040) y 11 (P=0,040). La constante adimensional que
determina la forma de la curva (“c”) presentd6 un mayor valor en la raciéon 14 en relacién
con los valores registrados en las raciones 2 (P=0,030), 7 (P=0,010) y 11 (P=0,050). EI
tiempo de incubacion necesario para que se alcance la tasa de produccion de gas maxima
(“trm”) fue mayor en la racién 9 con respecto a la racion 2 (P=0,020) y 7 (P=0,005),
mientras que la racion 14 presenté mayores valores con respecto a la racion 2 (P=0,005), 4
(P=0,030), 6 (P=0,020), 7 (P=0,001), 10 (P=0,010) y 11 (P=0,010). Finalmente, el
parametro que indica la tasa de produccién de gas maxima (Ry) para la racion 14 fue
diferente con respecto a las raciones 2 (P=0,030), 7 (P=0,010) y 11 (P=0,060).

La produccion total de gas/dia por gramo de materia organica incubada fue menor en la
racion 5 con respecto a las raciones 2 (P=0,010), 3 (P<0,001), 4 (P<0,001), 6 (P=0,01), 7
(P=0,030), 10 (P=0,005) y 14 (P=0,001). Del mismo modo, las raciones 3 y 4 presentaron
valores mayores con respecto a las raciones 9 (P=0,010 — 0,009 respectivamente), 11
(P=0,02 — 0,02 respectivamente), 12 (P=0,02 — 0,01 respectivamente) y 13 (P=0,04 — 0,04
respectivamente). Al expresar la produccion total de gas/dia por gramo de materia organica
fermentada no se encontraron diferencias entre raciones (P=0,260), aunque cabe destacar
que dichos valores incrementan en todos los casos con respecto a aquellos registrados en la

produccién total por gramo de materia organica incubada.

5.1.2.4 Digestibilidad in vitro de la materia organica y acidos grasos volatiles

La digestibilidad media de las raciones empleadas fue de 64 g/100g, oscilando entre el 56
0/100g y el 68 g/100g. Como puede observarse en la tabla 12, la digestibilidad de la materia
orgénica no fue diferente entre las raciones monitorizadas muestreadas (P=0,390). Para la
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cantidad de cantidad de &cidos grasos volatiles totales entre raciones, a pesar de registrase
un valor de P=0,010, no se encontraron diferencias al observar el valor de P registrado para
cada racion. La proporcion de &cido acético fue mayor en la racion 10 respecto a las
raciones 3 (P=0,008), 4 (P=0,030) y 5 (P=0,030). Por su parte, la proporcion de acido
propionico (P=0,392), butirico (P=0,344), la suma de isovalérico e isopropionico (P=0,159)
y la tasa acético:propionico (P=0,095) no fueron diferentes entre las raciones raciones
(Tabla 12).

5.1.2.5 Parémetros de sintesis microbiana y produccién de metano

En la tabla 13 se detallan los valores obtenidos en los pardmetros de sintesis microbiana y
de produccion de metano. El FP,4 no fue diferente entre raciones (P=0,320), mientras que la
relacion de AGV:MOF fue mayor en la racién 1 con respecto a las raciones 6 (P=0,020), 9
(P=0,02), 10 (P=0,030), 11 (P=0,011) y 12 (P=0,011). La SBMy; y ESMy, no fueron
diferentes (P=0,251, P=0,348 respectivamente). La produccién de metano por gramo de
materia organica fermentable fue mayor para la racién 1 con respecto a la racion 13
(P=0,050), mientras que por gramo de materia organica incubada fue mayor en la racion 3

con respecto a la racion 13 (P=0,050).
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Tabla 11. Parametros del ajuste de produccion de gas y produccion de gas total por dia de raciones de incubadas de inicio de

lactacion suministradas en rebafios comerciales de ovino lechero de la CAPV

RACIONES/REBANO EEM P
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
AJUSTES AL MODELO DE PRODUCCION DE GAS
A 243,9° 288,8°  2651®  282,8® 2766 2705 275,8% 258,7%  267,8® 255"  2735® 250,1° 250,8®° 2926 10,65 0,008
B 16,8™ 19,6 16,4™ 17,9™ 22,9 17,7 18,2 17,5™ 20,9* 15,9° 205®  18,0* 17,5  19,9% 1,22 0,002
c 1,6% 1,3° 1,6% 1,5% 1,5% 1,5% 1,3 1,5% 1,6% 1,5% 1,4° 1,5% 1,6® 1,8° 0,100 0,018
trm 20,2 14,7° 18,9% 17,3 21,6® 16,7° 12,5° 19,3%® 25,3 16,4° 16,1°  19,1®  193* 27,5° 24 0,001
Ru 0,33 0,21° 032®  027® 026" 0,26® 0,19 0,29% 033  0,29® 023°  029®  030° 0,38 0,03 0,019
PRODUCCION TOTAL DE GAS/DIA
ml/g MOI 156,1* 1631  170,3*  170,7° 143,9°  164,1™  161,28™ 1581  150,2°  165,7*°  151,9° 151,9° 153,8°  168,7® 411 0,0002
ml/gMOF 264,2 260,6 240,6 265,0 259,9 2427 2747 253,6 2326 248,2 2206 2347 2362 2410 18,6 0,263

“A”: Produccion potencial de gas; “B”: Tiempo de incubacion en el que se alcanza la mitad del valor potencial; “c”: Constante adimensional que determina la forma de la curva; “R”: Tasa de produccion

de gas maxima; “tr”: Tiempo de incubacion necesario para que se alcance la tasa de produccion de gas maxima; MOI: Materia organica incubada; MOF: Materia organica fermentable

EEM: Cuadrados medios del error. Valores medios dentro de una misma fila con superindices diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
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Tabla 12. Digestibilidad in vitro de la materia organica (g/100g) y produccion de &cidos grasos volatiles de raciones de inicio de

lactacion suministradas en rebafios comerciales de ovino lechero de la CAPV

RACIONES/REBANO EEM P
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

DIVMO (g/100g)

56,18 63,48 62,94 62,94 64,46 56,43 68,67 59,07 62,13 68,21 68,66 68,99 67,20 67,13 0,04 0,396
AGV Totales (mmol/500 mg)

5,90 5,83 6 51 4,70 4,85 4,78 4,84 4,59 4,79 4,66 4,67 4,48 4,67 0,391 0,013

AGV Individuales (g/g AGV totales)

Acético 057 057 056 0,56" 0,56" 057 057 057 057" 059 057" 058" 057 057 001 0,027
Propidnico 0,18 0,18 0,17 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 017 017 017 0,17 0,17 0,17 0,004 0,392
Butirico 0,12 0,12 0,13 0,13 0,13 0,13 0,12 0,12 013 011 013 0,12 0,12 0,13 0,008 0,344
Isovalérico+Isobutirico 0,03 0,04 0,04 0,03 0,04 0,03 0,03 0,04 0,04 004 004 004 004 0,04 0,002 0,159
Acético:Propionico 3,16 3,16 3,26 3,11 3,12 3,18 3,18 3,13 328 341 322 3,3 3,32 3,22 0,086 0,095

DIVMO: Digestibilidad in vitro de la materia organica; AGV: Acidos grasos volatiles. EEM: Error estandar de la media; Valores medios dentro de una misma fila con superindices diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

49



Tabla 13. FP,4 (mg MO/ml), AGV:MOF (mmol/g MO), SBM4 (mg) y ESMy4 (9/g) y produccion de metano/dia estimados in
vitro a partir de la incubacion de raciones de inicio de lactacion suministradas en rebafios comerciales de ovino lechero de la
CAPV

RACIONES/REBANOS EEM P
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
FP,* (mg MO/ml)
3,68 3,75 4,16 3,78 3,93 4,19 3,67 3,85 4,33 4,03 4,54 4,38 4,23 4,23 0,33 0,320

AGV:MOF? (mmol/ g MO)

24,22 20,77 17,85%¢ 18,01% 17,82%* 15,6™ 18,46° 17,58%* 15,39 16,1 14,61° 15,6™ 15,19 20,43%° 1,54 0,008

SBM,,* (mg)
105,37 108,33 147,70 112,69 114,65 139,21 97,21 113,74 137,88 125,06 154,87 138,49 133,24 136,71 21,28 0,251
ESM,.* (g/1009)
42,1 41,6 47,6 41,6 45,0 47,4 39,4 42,6 48,8 45,1 51,4 49,6 47,8 46,0 0,40 0,348

Metano24 mmoldia/g fermentable

7,2° 6,7 6,2% 5,8% 5,7% 5,0° 5,9% 5,62 5,0 5,2% 4,9% 5,1% 4.8° 5,7% 0,62 0,05

Metano24 mmoldia/g incubado

41%® 4.4 3,7%® 3,2% 34%® 3,5% 3,4%® 3,3% 3,5% 3,4%® 3,3% 3,1° 3,3% 0,33 0,030

FP: Factor de particion; 2AGV:MOF: Ratio 4cido graso volatil total: Materia organica fermentable;>SBM: Sintesis de biomasa microbiana,"ESM: Eficiencia de sintesis microbiana; EEM: Error estandar
de la media. Valores medios dentro de una misma fila con superindices diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
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5.1.3 Comparacion entre estados fisioldgicos (preparto vs. inicio de lactacion)

5.1.3.1 Cinética de produccién de gas

Como puede observarse en la tabla 14, los pardmetros del ajuste de produccién de gas
fueron diferentes entre las etapas productivas consideradas: final de gestacion e inicio de
lactacion. Tanto el parametro “A” como el parametro “B” fueron mayores en preparto que
en inicio de lactacion (P<0,001 y P=0,017, respectivamente). El pardmetro “trpm”, “Rm” Y
“c” fueron menores para las raciones de preparto que para las de inicio de lactacion

(P<0,001 para todos los casos mencionados)

La produccion de gas total por dia referido como ml de gas por gramo de materia organica
incubada o fermentada fue mayor en las raciones incubadas de preparto en relacion con las
de inicio de lactacion (P=0,043 y P=0,001, respectivamente). La produccion de metano
referida mmol/ g MOI o mmol/ g MOF no fue diferente entre las raciones incubadas en los

dos estados fisioldégicos monitorizados (P=0,878 y P=0,206, respectivamente).
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Tabla 14. Analisis del efecto de la etapa productiva sobre los parametros del ajuste de
produccion de gas, produccién de gas total por dia y produccion de metano de
raciones incubadas de preparto e inicio de lactacion suministradas en rebafios

comerciales de ovino lechero de la CAPV

PREPARTO LACTACION EEM P

AJUSTES AL MODELO DE PRODUCCION DE GAS

A 312,98° 268,11° 19,03 <0,001
B 21,84° 18,57° 3,45 0,017
c 1,25 1,54 0,10 <0,001
tam 11,412 18,93° 3,27 <0,001
Ru 0,16 0,28° 0,04 <0,001

PRODUCCION DE GAS TOTAL POR DIA

ml/g MOI 169,23 159,87 11,89 0,043
ml/g MOF 278,77° 248,18 22,35 0,001

PRODUCCION DE METANO

mmoldia/gr fermentable 5,97 5,65 0,66 0,206
mmol dia/gr incubado 3,56 3,57 0,33 0,878

“A”: Produccion potencial de gas; “B”: Tiempo de incubacién en el que se alcanza la mitad del valor potencial;”c”: Constante
adimensional que determina la forma de la curva; “R”: Tasa de produccion de gas maxima; “trm” : Tiempo de incubacion necesario para
que se alcance la tasa de produccion de gas maxima; MOI: Materia organica incubada; MOF Materia organica fermentable.EEM: Error
estandar de la media. Valores medios dentro de una misma fila con superindices diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

5.1.3.2 Digestibilidad in vitro de la materia organica y acidos grasos volatiles

Como se detalla en la tabla 15, la digestibilidad in vitro fue mayor en las raciones
monitorizadas de inicio de lactacion que en las de preparto (P=0,005). La produccion de
acidos grasos volatiles totales fueron mayores en las raciones de preparto (P=0,002), siendo
mayor la cantidad de acido propidnico registrada (P<0,001) y menor la de acético
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(P=0,003), butirico (P<0,001), isovalérico+isobutirico (P=0,001) y el ratio
acetico:propidnico (P<0,001).

Tabla 15. Anélisis del efecto de la etapa productiva sobre la produccion de &cidos
grasos volatiles en el fluido ruminal durante la incubacion in vitro de raciones de
preparto y inicio de lactacion suministradas en rebafios comerciales de ovino lechero
de la CAPV

PREPARTO LACTACION EEM P

DIVMO?* (g/100g) 59,12 64,23° 0,04 0,005
AGV? Totales (mmol/500 mg) 5,192 4,66° 041 0,002
AGV? (g/g AGV totales)

Acético 0,592 0,60 0,01 0,003
Propiénico 0,23 0,19 0,004 <0,001
Butirico 0,112 0,13 0,006 <0,001
Isovalérico + isobutirico 0,032 0,04° 0,002 0,001
Acético: propidnico 2.59° 3.22° 0,08 <0,001

'DIVMO: Digestibilidad in vitro de la materia organica; >AGV: Acido graso volatil. EEM: Error estandar de la media. Valores medios
dentro de una misma fila con superindicesindican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

5.1.3.3 Parametros de sintesis microbiana

Como puede observarse en la tabla 16, las raciones de inicio de lactacién presentaron
mayores valores de FP,4 (P=0,009), SBM_, (P=0,010) y ESM,, (P=0,002) que las raciones
de preparto, mientras que el valor registrado para el ratio AGV:MOF fue mayor en preparto
que en inicio de lactacion (P=0,005).
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Tabla 16. Andlisis del efecto de la etapa productiva sobre FPy; (mg MO/ml),
AGV:MOF (mmol/g MO), SMB,4(mg) y ESM34 (g9/g) estimados in vitro a partir de la
incubacion de raciones de preparto y inicio de lactacion suministradas en rebafios

comerciales de ovino lechero de la CAPV

PREPARTO LACTACION EEM P
FPY(mg MO/ml) 3,66° 4,04 0,27 0,009
AGV:MOF?2 (mmol/ g MO) 19,84 17,33° 2,15 0,005
SBM?® (mg) 104,37° 126,08° 20,48 0,010
ESM*(g/100g) 39,0% 45,0° 0,50 0,002

YFP: Factor de particion; ?AGV:MOF (mmol/g MO): Ratio &cido graso volatil total/materia organica fermentable; *SBM: Sintesis de
biomasa microbiana; *ESM: Eficiencia de sintesis de biomasa microbiana. EEM: Error estandar de la media. VValores medios dentro de
una misma fila con superindices diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

5.2 FASE MITIGACION

5.2.1 Cinética de produccién de gas

De acuerdo al andlisis estadistico aplicado y tal y como se indica en la tabla 17, no se
detecto un efecto significativo de ninguna de las interacciones estudiadas para ninguno de
los pardmetros que describen la cinética de produccion de gas. El tipo de grasa afecto el
parametro “B”, siendo mayor para las raciones que contenian torta de girasol en relacién
con las que contenian torta de colza (P=0,042), sin encontrarse diferencias entre torta
girasol y grasa de palma o entre grasa de palma y torta de colza. Los niveles de grasa
evaluados determinaron diferencias significativas para los parametros “c” (P=0,021), “trm”
(p=0,003) y “Rm” (p=0,007) siendo mayores en todos los casos en el nivel de 3% con

respecto a 5%.
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El tipo de heno empleado afecté todos los parametros del ajuste de la cinética de
produccion de gas, siendo “A” y “B” menores en el heno de alta calidad con respecto al de
baja calidad (P<0,001 para ambos casos), mientras que los valores registrados de “c”
(P<0,001), “trm” (P=0,004) y “Rp” (P<0,001) fueron mayores en el heno de baja calidad
con respecto al de alta calidad. Como se detalla en la tabla 18, no se detecté un efecto
significativo de ninguna de las interacciones estudiadas para la produccion de gas por
gramo de materia orgénica incubada. El efecto individual del tipo de grasa determiné
diferencias en la produccion de gas por unidad de MOI, siendo mayor para las raciones
incubadas con torta de colza como fuente de grasa con respecto a aquellas con torta de
girasol (P=0,012) y con grasa de palma (P=0,025). Para la calidad del heno, el pardmetro
indicado fue mayor en el heno de alta calidad en relacion con el de baja (P<0,001).
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Tabla 17. Efecto del tipo de forraje, tipo de grasa y nivel de inclusién de grasa en la
racion total sobre los parametros del ajuste de produccion de gas de las raciones

experimentales incubadas.

A B C Trm R
TIPO DE GRASA
Torta de girasol 284,42 25,23% 1,31 14,10 0,18
Torta de colza 283,13 22,84° 1,34 13,91 0,19
Grasa de palma 282,95 24,47 1,32 14,84 0,19
NIVEL DE INCLUSION DE GRASA
3% 287,88 24,83 1,36° 15,92% 0,21
5% 279,12 23,53 1,29 12,65 0,17°
HENO
Alta calidad 258,17° 17,362 1,46° 15,83% 0,26
Baja calidad 308,83° 31,00 1,19 12,74° 0,12°
EFECTOS
Tipo 0,967 0,047 0,415 0,669 0,706
Nivel 0,112 0,092 0,021 0,003 0,007
Heno <0,001 <0,001 <0,001 0,004 <0,001
Tipo*nivel ns ns ns ns ns
Tipo*heno ns ns ns ns ns
Nivel*heno ns ns ns ns ns
Tipo*nivel*heno ns ns ns ns ns
EEM 12,50 1,73 0,05 2,16 0,02

“A”: Produccion potencial de gas; “B”: Tiempo de incubacién en el que se alcanza la mitad del valor potencial; “c”: Constante
adimensional que determina la forma de la curva; “R”: Tasa de produccion de gas maxima; try”: Tiempo de incubacion necesario para
que se alcance la tasa de produccion de gas maxima.EEM: Error estandar de la media. Valores medios dentro de una misma fila con
superindices diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05); ns: diferencias no significativas
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Tabla 18. Efecto del tipo de forraje, tipo de grasa y nivel de inclusion de grasa en la
racion total sobre la produccion de gas/dia por gramo de materia organica incubada

de raciones experimentales.

ml/g MO incubada

TIPO DE GRASA

Torta de girasol 142,3°
Torta de colza 149,9%
Grasa de palma 143,2°

NIVEL DE INCLUSION DE GRASA

3% 145,17
5% 145,16
HENO
Alta calidad 156,86°
Baja calidad 133,47°
EFECTOS
Tipo 0.009
Nivel 0.995
Heno <,001
Tipo*nivel ns
Tipo*heno ns
Nivel*heno ns
Tipo*nivel*heno ns
EEM 4,42

EEM: Error estandar de la media. Valores medios dentro de una misma fila con superindices diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05); ns: diferencias no significativas

Finalmente, al referir la produccion de gas diaria por gramo de materia organica
fermentable se encontré una interaccion significativa entre el nivel de grasa y el tipo de
heno (P=0,025), donde para raciones con 3% Yy 5% de grasa no existen diferencias cuando
el componente forrajero es un heno de alta calidad (P=0,311), mientras que un nivel de
grasa en la dieta del 5% se encontr6 mas gas por g de MOF en para el heno de baja calidad

en comparacion con el de alta (P=0,006) (Figura 2).
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Figura 2. Efecto del tipo de heno y el nivel de grasa en las raciones experimentales

sobre la produccion de gas/dia por gramo de materia organica fermentable.

5.2.2. Digestibilidad in vitro de la materia organica

Se encontr6 un efecto significativo de la interaccién entre el nivel de grasa por el tipo de
grasa (P=0,029), de la calidad del heno por el tipo de grasa (P=0,028) y del nivel de grasa
por el tipo de heno (P=0,056). Como puede observarse en la figura 3, mientras que al
incluir grasa en un 3% no se encontraron diferencias significativas entre tipo de grasa, en la
relacion 5% si se encontro una menor digestibilidad con grasa de palma en comparacion
con torta de colza (P=0,006) y torta de girasol (P=0,004). Por otra parte, mientras que al
incubar heno de alta calidad no se determinaron diferencias significativas entre tipos de
grasa en los valores de DIVMO, ésta fue menor en las raciones incubadas con heno de baja
calidad y grasa de palma en comparacion con torta de colza (P=0,002) y torta de girasol
(P=0,013) (Figura 4).
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Figura 3. Efecto del tipo y nivel de grasa en las raciones experimentales sobre
digestibilidad verdadera in vitro de la materia orgénica (g/100g).
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Figura 4. Efecto del tipo de grasa y la calidad del heno en las raciones experimentales
sobre la digestibilidad verdadera in vitro de la materia organica (g/100g).

59



5.2.3 Acidos grasos volatiles

Como puede observarse en la tabla 19, la produccion de AGV totales fue mayor para el
heno de alta calidad con respecto al de baja (P=0,024). Las diferencias en la proporcion de
acidos grasos volatiles individuales solamente ocurrieron para el acido acético. Como se
observa en la figura 5 existio una interaccion del nivel de grasa por el tipo de heno sobre la
proporcidn de &cido acético, ya que no se encontraron diferencias significativas entre henos
a un nivel de inclusién de grasa del 3%, pero en el nivel de inclusion de 5% de grasa en la
racion se encontré una proporcion mas alta en un heno de baja calidad en comparacién con
el de alta (P=0,039). Del mismo modo, la interaccion del nivel de grasa por la calidad del
heno afectaron el ratio &cido acético:propionico (Figura 6), sin encontrarse diferencias
significativas entre tipos de heno al incluir 3% de grasa en la dieta, pero resultando en un
mayor ratio al incubar heno de baja calidad en comparacion con el de alta calidad

(P=0,003) al incluir 5% de grasa en la racion.
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Tabla 19. Efecto del tipo de forraje, tipo de grasa y nivel de inclusién de grasa en la

racion sobre la produccion in vitro de AGV en el fluido ruminal

AGV totales AGV (g/g AGV totales)

(mmol S00m9)  pronisnico Butirico Isovalérico+lsobutirico

TIPO DE GRASA

Torta de girasol 4,97 0,17 0,07 1,15
Torta de colza 5,38 0,17 0,07 1,24
Grasa de palma 517 0,17 0,07 1,19

NIVEL DE GRASA

3% 0,71 0,17 0,07 0,17
5% 0,70 0,17 0,07 0,16
HENO
Alta calidad 5,44 0,17 0,07 1,18
Baja calidad 4,90° 0,17 0,07 1,15
EFECTOS
Tipo 0,334 0,278 0,969 0,668
Nivel 0,216 0,172 0,939 0,209
Heno 0,024 0,870 0,963 0,011
Tipo*nivel ns ns ns ns
Tipo*heno ns ns ns ns
Nivel*heno ns ns ns ns
Tipo*nivel*heno ns ns ns ns
EEM 0,525 0,003 0,007 0,022

EEM: Error estandar de la media. Valores medios dentro de una misma fila con superindices diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05); ns: diferencias no significativas
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Figura 5. Efecto del nivel de grasa y la calidad del heno en las raciones experimentales

sobre la produccion de acido acético (g/g del total de AGV).
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Figura 6. Efecto del nivel de grasa y la calidad del heno en las raciones experimentales
sobre el ratio acido acético:propidnico.
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5.2.4. Parametros de sintesis microbiana y produccion de metano

Como puede apreciarse en la tabla 20, tanto FP2, como SBMy,4 fueron influenciados por el
tipo de grasa empleada en las raciones experimentales, observandose que aquellas que
contienen como fuente de grasa la torta de girasol presentaron valores mayores (P=0,035
para el FP,4y P=0,049 para SBM,4) con respecto a aquellas en las que se utilizé palma. Por
su parte, la calidad del heno utilizado en las incubaciones influyé tanto en el factor de
particion como en la sintesis de biomasa microbiana y en la eficiencia de dicha sintesis,
siendo mayor en todos los casos en los que se empled forraje de alta calidad (P=0,001); por
su parte, el ratio AGV:MOF fue menor en el heno de alta calidad (P=0,001). Como se
observa en la figura 7, existio una interaccion del nivel de grasa por la calidad del heno para
la produccion de metano por gramo de MOI, sin encontrarse diferencias entre henos al
incubar un 5% de grasa en la racion, pero resultando en una menor produccién de metano
por gramo de MOI en el heno de alta calidad al incubar con 3% de grasa (P=0,013). La
misma interaccion afecté la produccién de metano por gramo de MOF, sin encontrar
diferencias al suplementar con 3% de grasa en la racion, resultado en una mayor
produccién de metano por gramo de MOF al incubar heno de baja calidad con un nivel de
grasa en la racién del 5% (P=0,006) (Figura 8).
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Tabla 20. Efecto del tipo de forraje, tipo de grasa y nivel de inclusién de grasa en la
racion en FP,, (mg MO/ml), SBMy4 (Mg), ESM24 (9/9) y AGV:SVF (mmol/g MOF) de

raciones experimentales.

FP,' SBM,,° ESM,,° AGV:MOF
TIPO DE GRASA
Torta de girasol 4,03 105,56a 0,45 21,84
Torta de colza 3,85ab 101,28ab 0,43 23,44
Grasa de palma 3,78b 93,08b 0,41 23,85
NIVEL DE INCLUSION
3% 3,93 100,86 0,44 23,31
5% 3,85 99,08 0,43 22,77
HENO
Alta calidad 4,06° 119,742 0,46° 20,94°
Baja calidad 3,71° 80,20° 0,41° 25,24°
EFECTOS
Tipo 0,037 0,055 0,073 0,143
Nivel 0,272 0,648 0,532 0,519
Heno ,0003 <,0001 <,0001 0,002
Tipo*nivel ns ns ns Ns
Tipo*heno ns ns ns Ns
Nivel*heno ns ns ns Ns
Tipo*nivel*heno ns ns ns Ns
EEM 0,17 9,31 0,03 1,97

FP: Factor de particion (mg MO/ml); 2SBM: Sintesis de biomasa microbiana (g/g) >ESM: Eficiencia de sintesis microbiana (g/g)
EEM: Error estandar de la media. Valores medios dentro de una misma fila con superindices diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05); ns: diferencias no significativas
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Figura 7. Efecto del nivel de grasa y la calidad del heno en las raciones experimentales

sobre la produccion de metano por gramo de materia organica incubada.
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Figura 8. Efecto del nivel de grasa y la calidad del heno en las raciones experimentales
sobre la produccién de metano por gramo de materia organica fermentada.
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6. DISCUSION

6.1 Caracterizacion de los sistemas productivos

De acuerdo con las consideraciones de Riveiro et al. (2013) en lo que se refiere a la
complejidad de los sistemas productivos animales ocasionada por el gran ndmero de
componentes que los integran, se deben tratar de especificar patrones comunes que
permitan agruparlos y diferenciarlos lo mejor posible cuando se quiera realizar una
categorizacion acertada de los mismos. El sector ovino lechero en la CAPV no es ajeno a
esta situacion de complejidad, pues tal y como pudo evidenciarse en los rebafios
monitorizados existen caracteristicas particulares que generan heterogeneidad en cada uno
de ellos. La variabilidad dada por el tipo racial empleado en los rebafios fue poca, pues el
75% de los rebafios de preparto y el 93% de los rebafios de inicio de lactacion emplean la
raza Latxa como base de su sistema productivo. Tal y como lo indicaban Ruiz et al. (1997)
y Ugarte et al. (2001), la raza Latxa sigue siendo predominante en los sistemas productivos
ovinos lecheros de la CAPV. Si bien durante los ultimos afios se ha observado una cierta
introduccion de razas foraneas con mayor potencial lechero como la Assaf, todavia
representa un porcentaje minoritario de la cabafia de la CAPV, de apenas el 1,1% de
acuerdo a los datos de las campafias sanitarias (Mediano, 2011). Esta realidad contrasta
frente a su masiva presencia en otras Comunidades Auténomas (Ugarte et al., 2001;
Mantecon et al., 2009; Riveiro et al., 2013). El hecho de que la muestra de los rebafios de la
raza Assaf monitorizados en este proyecto, en términos de porcentaje, sea superior a la que
representa esta raza en la CAPV responde al interés de profundizar en la realidad de este

sistema ante el interés que pueda despertar entre técnicos y ganaderos.

La variabilidad de los rebafios aumenta al observar las caracteristicas que describen el
manejo alimenticio y los recursos forrajeros empleados, encontrando sistemas de
produccién que se corresponden con lo descrito por Baumont et al. (2000) en cuanto a la
existencia de un manejo alimenticio intensivo sin pastoreo, hasta sistemas que hacen uso de
pastos de valle y comunales de montafia. De igual modo pudo observarse que el manejo

alimenticio difiere notablemente de acuerdo a la raza empleada, siendo intensivo sin
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pastoreo para los rebafios Assaf, lo cual esta de acuerdo con lo reportado por Ugarte et al.
(2001), quien argumenta que los sistemas productivos de razas foraneas llevan implicitos su
acondicionamiento a situaciones de produccion intensiva con el suministro de raciones en
estabulacion permanente. Lo anterior difiere ampliamente de los sistemas tradicionales de
manejo alimenticio aplicados en rebafios de Latxa, quienes estan estabulados en época
invernal y hacen uso de recursos pastables en zonas de monte o valle en otras épocas del
afio (Ugarte et al., 2001; Ruiz et al., 2002), ejerciendo también un rol ecoldgico importante,
pues generalmente hacen uso de recursos naturales que de otra manera no podrian ser
explotados, controlan el crecimiento de la vegetacion y contribuyen al mantenimiento del
paisaje (Baumont et al., 2000; Ugarte et al., 2001; Bernués et al., 2011).

En los rebafios de raza Latxa en los dos periodos monitorizados el uso de recursos locales
prevalecié en el sentido de que los forrajes empleados (henos o henolajes de pradera,
festuca y veza) son principalmente de produccion propia, recurriéndose en contadas
ocasiones a la compra de heno de alfalfa y paja de cereal, lo cual representa una ventaja en
la medida que supone una menor dependencia externa por este concepto frente a la compra
del total del alimento, reduciendo la incertidumbre que puede generar la variacion de
precios en el mercado, la disponibilidad del recurso por parte del proveedor, entre otros

factores.

No obstante, conviene Ilamar la atencion sobre la calidad de los forrajes empleados. Por
una parte, se observa que los ganaderos tienden a reservar el forraje de mejor calidad para
la lactacién, cuando los animales tienen mayores necesidades nutricionales. Sin embargo,
incluso en ese momento algunos de los forrajes empleados son de calidad media o incluso
baja, por lo que distan mucho de ser los ideales para ese momento del ciclo productivo,
siendo este un aspecto a tener muy en cuenta a la hora de establecer recomendaciones de

mejora para los ganaderos de la CAPV.

Precisamente de acuerdo con Baumont et al. (2000), el uso de recursos forrajeros en los
sistemas de alimentacion se ha convertido en un item de especial importancia econdémica
por cuanto actualmente se tiende a maximizar su proporcion en la racion para minimizar los

costos de produccion. En relacion con la cantidad de forraje suministrado en ambos
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periodos con respecto a la cantidad de concentrado, existe una coherencia con lo planteado
por Bocquier y Gonzélez-Garcia (2010) en relacion a que los sistemas de rumiantes en
general actualmente usan un 50% de forraje en la racion, y que en los paises
industrializados representa mas del 60%, incluso en el contexto en el cual se implementan

sistemas de alimentacion como el unifeed.

El aporte nutricional de las raciones ofrecidas en el periodo de preparto es de especial
importancia, pues es durante la gestacion tardia cuando ocurre el 80% del crecimiento del
feto y el aumento del contenido uterino, lo cual sumado al crecimiento del tejido mamario y
formacion de calostro conlleva a un incremento en el requerimiento general de nutrientes
(Dawson et al., 1999; Ocak et al., 2005; Amanlou et al., 2011). Se trata ademéas de un
periodo en el que el manejo de la alimentacion es critico para evitar problemas de toxemia
de gestacion y para garantizar que las ovejas lleguen al parto con un nivel adecuado de
reservas corporales que puedan ser movilizadas al inicio de lactacion. El contenido de
proteina bruta de las raciones evaluadas para este periodo se encontraron dentro de los
valores recomendados por el NRC (1985), mientras que las cantidades de FND y FAD
(375,8 g/kg y 242,5 g/kg, respectivamente) fueron superiores a las cantidades minimas

recomendadas por Calsamiglia et al. (2009) (300 g/kg y 200 g/kg respectivamente).

El suministro de raciones que supla en gran medida los requerimientos animales en la fase
de inicio de lactacién contribuye a garantizar la expresion del potencial lechero y la
persistencia en la produccion a lo largo de la lactacion (Dawson et al., 1999). De acuerdo a
lo reportado por Cannas (2004), la proteina bruta contenida en las raciones de ovejas Assaf
fue superior al valor considerado como requerido (195 g/kg vs. 166 — 173 g/kg PB),
mientras que en las raciones de ovejas Latxa se encontraba en torno a los valores
recomendados (155 vs. 159 g/kg PB). Con respecto al contenido de FND, si bien Cannas
(2004) considera que existe muy poca informacion relacionada con la cantidad méxima y
minima para raciones de ovino lechero, recomienda cantidades entre 332 — 389 g/kg para
ovejas con producciones entre 1,5 y 2,5 kg de leche por dia, valores que resultan

aproximados al promedio determinado en las raciones monitorizadas (324,7 g/kg).
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6.2 Incubaciones in vitro

Cuando un alimento es incubado con liquido ruminal tamponado, los microorganismos
convierten los carbohidratos y en menor medida la proteina de los alimentos en productos
finales como &cidos grasos volatiles, proteina microbiana, metano y gas carbdnico
(Zicarelli et al., 2011; Singh et al., 2012). De acuerdo con Singh et al. (2012) y Van Soest
(1983c), el patrdn de produccion de gas y la velocidad a la cual el alimento incubado puede
ser fermentado por unidad de tiempo depende de la composicion de la racién, su calidad y
disponibilidad de nutrientes, por lo cual las particularidades observadas en el manejo
alimenticio, la proporcion forraje/concentrado y tipo de forraje empleado pueden explicar
en parte las diferencias observadas en la totalidad de los pardmetros de la cinética de

produccion de gas al comparar las raciones de inicio de lactacion con las de preparto.

La reduccion de un 14,34% en la produccién potencial de gas (“A”), 5,53% en la cantidad
de gas diaria por gramo incubado y 10,97%, por gramo fermentado en las raciones de
inicio de lactacién con respecto a las de preparto indican diferencias tanto en los procesos
de fermentacion como en la degradacién de las raciones ofrecidas. Si bien es cierto que
trabajos como los de Zicarelli et al. (2011) y Gonzalez-Garcia et al. (2010) sustentan que al
incrementar la cantidad de pienso en la racién, como es el caso de las raciones de inicio de
lactacién con respecto a preparto, existe una mayor produccion potencial de gas, una
mayor disponibilidad de carbohidratos rapidamente fermentables como los aportados por el
pienso favorece la sintesis microbiana (Krause et al., 2002; Cone y Becker, 2012). De igual
forma, Tang et al. (2008) y Getachew et al. (2004) consideran que la técnica de produccion
de gas y la cuantificacion del mismo a través de registros periodicos solo tiene en cuenta el
sustrato que es empleado para la produccion de acidos grasos volatiles y otros gases sin
diferenciar la cantidad de sustrato que es utilizado para el crecimiento microbiano. Dijkstra
et al. (2005b) argumenta que la particion del sustrato degradado entre sintesis de biomasa
microbiana, &cidos grasos volatiles o gas refleja la eficiencia de dicho proceso y guardan

una alta relacion entre si (Blummel et al., 1999; Liu et al., 2009), de modo que la

70



combinacion de mediciones de gas con la cuantificacion del residuo proporcionan

informacion complementaria relevante (Blimmel y Bullerdieck, 1997).

En el presente trabajo, los indicadores de sintesis microbiana cuantificados fueron mayores
en las raciones de inicio de lactacion que en las de preparto, estimandose esas diferencias
en un 9,40% para FPy4 17,22% para SBMp4 'y 13,33% para ESMy4, lo cual supone que en
las dietas de lactacion se observa una mayor eficiencia en el proceso de fermentacion,
degradacion y particion del sustrato encaminado hacia la incorporacion y sintesis
microbiana que hacia la produccion de gas. Lo anterior esta de acuerdo con lo reportado por
Blimmel et al. (1997), quien determin6 que una baja produccion de gas fue un indicativo
de alta incorporacion del sustrato en la biomasa microbiana tras haber cuantificado mayores
valores en el factor de particion. Los AGV totales fueron un 10,21% menores en las
raciones de inicio de lactacion, lo cual indica una menor fermentacion; del mismo modo, el
calculo del ratio AGV:MOF fue un 12,65% menor, reiterando para el ultimo caso que el
sustrato fermentado no se destind a la produccion de acidos grasos volatiles, lo cual esta de
acuerdo con lo argumentado por Blummel et al. (1997), Blummel y Bullerdieck (1997) y
Dijkstra et al. (2005b), quienes indican precisamente que existe una relacion inversa entre
la produccion de gas y la produccién de acidos grasos volatiles y la produccion de biomasa
microbiana determinada in vitro. Ademas, el patrén de fermentacién fue diferente en las
raciones de cada estado monitorizado, encontrando que las cantidades de &cido acético,
butirico e isovalérico+isobutirico fueron un 1,66%, 15,38%, 25% mayores en las raciones
de lactacion, asi como el ratio &cido acético/acido propidnico fue un 19,56%, mientras que
la produccidn de acido propionico se redujo en un 17,39%. Aunque la mayoria de estudios
indican que el tipo de fermentacion de raciones en las que el componente fibroso representa
una mayor cantidad favorece un aumento en la relacion acido acético/acido propiodnico y
gue proporciones molares de acetato y butirato son mayores, los datos obtenidos in vitro en
este estudio se desvian de dichos argumentos. Sin embargo, de acuerdo con Getachew et al.
(2004) un alto ratio &cido acético/acido propidnico esta indicando que proporcionalmente el
componente fibroso de la racion es méas fermentable y digestible, y si se tiene en cuenta que
el aporte de pienso favorece hasta cierto punto la fermentacion de la fibra, los resultados

encontrados en las raciones de inicio de lactacién en los cuales el ratio acido acético/acido
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propidnico fue un 24,32% mayor y el contenido de concentrado en las raciones en general
supera al de las raciones de preparto, estos resultados podrian deberse a dicho efecto. De
igual forma, el hecho de que las raciones de preparto presenten mayores valores de acido
propiénico podrian atribuirse en cierta medida a lo reportado por Cone y Becker (2012)
quienes concluyen que la incubacion in vitro en fluido ruminal de sustratos lentamente
fermentables, como seria el caso de las raciones de preparto por su contenido importante de
material fibroso, presenta en la parte inicial de la fermentacion una fermentacion mas
glucogeénica reflejada en mayores cantidades de &cido propionico. En relacién con los
acidos grasos voldtiles ramificados, Hildebrand et al. (2012) reportan que su concentracion
se encuentra directamente relacionada tanto con la cantidad y composicion de la proteina
como son su degradacion. Del mismo modo, Getachew et al. (2004) afirman que el
incremento en la produccién de isovalerato e isobutirato puede darse cuando el contenido
de proteina incrementa en la dieta. Considerando que las raciones de preparto tenian un
contenido medio de proteina bruta de 131,1 g/kg y las de inicio de lactaciéon de 158,1 g/kg,
el 33,30% de mas en la produccion de isovalerato-isobutirato en las raciones de lactacion
puede deberse en parte a dicha diferencia en la cantidad de proteina bruta. De manera
complementaria es de referir que Liu et al. (2009) reportan que en estudios in vitro se ha
determinado que los acidos grasos volatiles ramificados estimulan la sintesis de proteina
microbiana, lo cual esta de acuerdo con los resultados encontrados en el presente estudio

para los parametros indicados.

Al comparar los valores obtenidos de digestibilidad en los dos estados fisioldgicos,
encontramos las raciones de inicio de lactacién son un 8,6 % mas digestibles que las de
preparto. La digestibilidad representa una medida importante para la evaluacion de los
alimentos para rumiantes (Zicarelli et al. 2011)y se encuentra determinada en parte por
propiedades intrinsecas de cada uno de los componentes del alimento que integran la racion
y por las interacciones tanto positivas como negativas que puedan darse entre los mismos
(Nousiainen et al., 2009), pudiendo inferir que tal como lo argumenta Cho et al. (2012), un
ingrediente de la dieta influencia la digestibilidad de otros ingredientes y de la totalidad de
la racion. Del mismo modo, si se tiene en cuenta que las raciones de lactacion temprana

tenian un contenido superior de concentrado, los resultados obtenidos estarian de acuerdo
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con lo reportado por el estudio de meta-analisis hecho por Cho et al. (2012), quienes
concluyen que el incremento de concentrado en la racién favorece la digestibilidad de las

raciones evaluadas.

La reduccion del 14,97% para el parametro “B” y el incremento del 39,72% de “trpm” de
las raciones de inicio de lactacion podria estar relacionado con una mayor proporcion de
concentrado en la racion (40% en general en raciones de lactacion vs. 30% en raciones de
preparto). De acuerdo con Hildebrand et al. (2012), el tiempo de fermentacion vy
degradacion de la materia organica aumenta al incrementar la proporcion de concentrado en
la dieta como resultado de una cantidad mas alta de carbohidratos solubles, favoreciendo en
gran medida la fermentacién y degradacion del sustrato total incubado. Del mismo modo,
Zicarelli et al. (2011) y Hildebrand et al. (2012) reportaron un incremento en la tasa de

produccién de gas maxima al incrementar el aporte de concentrado en la racion.

Lo valores de los parametros de la cinética de produccion de gas en cada una de las
raciones en el estado de preparto solamente fueron diferentes para “B”, siendo un 48,59%
para la racién 15 con respecto a la racion 2. Si bien es cierto que no debe dejarse de lado
que el aporte nutritivo de los alimentos en la racidon es aditivo y que la respuesta en
términos de fermentacion y degradacion estd relacionada con los componentes que la
integran (Tang et al., 2008), la diferencia encontrada para “B” en este caso pudo deberse a
la variacion en el tipo de recurso forrajero empleado, pues aun con una proporcion
forraje/concentrado similar entre las raciones (69/31 y 68/32 para cada caso
respectivamente) el rebafio 15 empled heno de alfalfa y el rebafio 2 paja de cereal. Lo
anterior esta de acuerdo con lo expuesto por Singh et al. (2012) y Shibata y Terada (2010),
quienes a través de la técnica de produccion de gas y mediciones in situ determinaron que
las leguminosas son mas fuertemente fermentadas y degradadas en comparacion a
gramineas y cereales; del mismo modo Williams et al. (1995) determinaron mediante la
misma técnica que la paja de cereal presenta un mayor valor para el tiempo en el que
alcanza la mitad de la produccion potencial de gas cuando lo compard con otro tipo de

forrajes.
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Por su parte, las diferencias en todos los parametros de la cinética de produccion de gas, en
la produccion de gas por dia por gramo de materia orgéanica incubada, AGV totales, acido
acetico, AGV:MOF y metano en las raciones de inicio de lactacion reflejan la amplia
variabilidad en los componentes de las raciones, pues como pudo observarse en la
caracterizacion, el componente forrajero empleado fue diverso y en todos los casos se
emple6 mas de un tipo por racion. Es de destacar que la eficiencia del proceso de
fermentacion varid entre raciones, observando que la racion 1 tuvo un incremento del
59,44% en el ratio AGV:MOF con respecto a la racion 13. Del mismo modo, en términos
de emisiones de metano expresado como mmol por g fermentable, el rebafio 1 produjo un
33,33% maés que el rebafio 13, por lo cual puede inferirse que una racion similar a la
empleada por el rebafio 13 con una proporcion de forraje/concentrado 72/28 en la cual se
empled una combinacién forrajera de heno de alfalfa y de pradera que resulté en un VRF de
excelente y un valor de FND y FAD de 267 y 198 g/kg respectivamente, propende por
emitir menos metano que la racion del rebafio 1 que empled una proporcidn
forraje/concentrado 50/50 conformado por heno de alfalfa y ensilaje de maiz, con un VRF
de primera y un contenido en FND y FAD de 404 y 253 g/kg respectivamente. Si bien es
cierto que en esta fase productiva se monitorizaron raciones que emplean forrajes con un
VRF de cuarta y quinta y con valores de FND y FAD superiores a los anteriormente
mencionados, los valores de metano emitido por gramo de materia organica fermentable no
difirieron estadisticamente de los registrados como mas altos 0 mas bajos. Aunque en el
presente estudio se tuvo acceso a informacion detallada acerca del manejo nutricional de
los rebafios, en condiciones ideales seria conveniente profundizar en la caracterizacion de
los forrajes empleados en términos de composicién botanica del pasto de partida, estado
vegetativo en el momento de la cosecha, entre otros, para poder hacer una mejor
interpretacion de los resultados obtenidos. De igual modo debe tenerse en cuenta que
factores comunmente asociados con diferencias en los procesos de metanogénesis incluyen
el contenido de fibra en la racion, el contenido de carbohidratos rapidamente fermentables y
la velocidad de paso de degradacion del alimento (Johnson y Johnson, 1995), de los cuales
desconocemos el contenido, aporte y tipo de carbohidratos rapidamente fermentables en los

piensos suministrados. Por otro lado, de acuerdo con Lopez et al. (2007), aspectos
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importantes relacionados con la composicién del pienso suministrado en la racion, el tipo
de forraje ofrecido, su estado de madurez y edad de corte deben ser controlados y tenidos
en cuenta para realizar apreciaciones concluyentes sobre resultados encontrados, pues tal y
como demostrd Lovett et al. (2006) la produccion de metano de ciertos recursos forrajeros
estimada mediante la técnica de produccion de gas varia en funcion de la estacion de
crecimiento y de la calidad de los mismos. En este sentido, Mitsumori y Weibin (2008)
plantea que mejorando la calidad del forraje se puede reducir la produccion de metano en
un rango de 20% a 40%

Como resultado de la existencia de diferencias significativas entre estados fisiologicos en
términos de cinética, produccion de gas y pardmetros de sintesis microbiana, podria
inferirse que las raciones inicio de lactacién producirian menos metano por favorecer
procesos de degradacion encaminados a la sintesis mas que a la produccion de gas como
tal. En este sentido los valores de produccion de metano por gramo de MOI fue muy similar
entre ambos estados, y por gramo de MOF fue aparentemente un 5,36% inferior en las

raciones de lactacion, sin embargo, dicha diferencia no fue estadisticamente significativa.

6.3. Estrategia de mitigacion

Segun Grainger y Beauchemin (2011) y Bocquier y Gonzélez-Garcia (2010), la
suplementacion de grasa en la dieta es considerada como la estrategia alimenticia mas
promisoria para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero y en especial del
metano en los rumiantes, pues ademas de existir una persistencia en dicha reduccion, se
ejerce un efecto nutricional favorable al representar un aporte de energia en la racion. En
este estudio se propuso evaluar la inclusion de dos tortas de semillas de oleaginosas
obtenidas mediante prensando en frio, que constituyen un co-producto de la industria de
produccién de aceite. Grainger y Beauchemin (2011) consideran que el uso en la
alimentacion animal de co-productos ricos en grasa provenientes de industrias agricolas y/o
alimentarias constituye un enfoque préactico a considerar para reducir las emisiones de gases

de origen entérico en los sistemas productivos animales. De manera conjunta Shibata y
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Terada (2010) y Eckard et al. (2010) proponen que si se tiene en cuenta que las raciones de
rumiantes tienen un aporte importante de componente forrajero, también debe considerarse
la mejora del estatus nutricional y la reduccion de emisiones a través de la optimizacion en
la calidad del forraje. Sin embargo, desde un punto de vista del sistema de produccion en
conjunto resulta relevante tener en cuenta las consideraciones de Waghorn y Clark (2006)
con respecto a que un enfoque multifacético de la mitigacion en general, en el que se
consideren aspectos como el analisis del ciclo de vida para integrar todas las entradas y

salidas del sistema productivo identificara mejores oportunidades para desarrollar y aplicar.

Partiendo de lo planteado por Blimmel et al. (1997), quien hace referencia a que la
produccion de gas se encuentra estrechamente relacionada con la fermentacion del sustrato
incubado, y considerando que la cuantificacion del mismo no diferencia la cantidad de
sustrato que es utilizado para el crecimiento microbiano conviene interpretar de manera
conjunta los pardmetros que describen los dos comportamientos. En este estudio los
parametros de la cinética de produccion de gas se encontraron afectados por la calidad del
heno incubado y por el tipo de grasa incubado. Para el heno de alta calidad la produccion
potencial de gas fue 19,62% menor, mientras que la tasa maxima de produccion de gas y el
tiempo en el que se alcanza dicha tasa maxima fueron 53,84% y 19,52% mayores con
respecto al de baja calidad. Para las raciones incubadas con torta de girasol se presentd una
reduccion del 10,46% en el tiempo en el que se alcanza la mitad del valor potencial de gas.
En términos de los pardmetros que indican sintesis microbiana, en las raciones incubadas
con heno de alta calidad se presentd un aumento del FP,4, SBM24 y ESMyy4, de un 9,43%,
49,30% y 12,20% , mientras que el ratio AGV:MOF fue 20,53% menor para dicho tipo de
heno. Por su parte la inclusion de torta de girasol como fuente de grasa en la racion
favorecio en un 6,61% el FP,4y un 13,40% la SBMy4 en con respecto a la grasa de palma.
Teniendo en cuenta que la particion del sustrato fermentado entre produccion de gas y
sintesis de biomasa microbiana refleja la eficiencia del proceso fermentativo (Dijkstra et al.
(2005b), se considera que las raciones incubadas con heno de alta calidad son mas
eficientes en dicho proceso en relacion con las incubadas con heno de baja calidad. Por su
parte Blimmel et al. (2003) consideran que en nutricion de rumiantes es preferible una alta

eficiencia de sintesis microbiana en lugar de altas tasas de produccion de acidos grasos
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volatiles, pues conlleva a un eficaz uso del nitrégeno y carbono disminuyendo su flujo
hacia la emision de desechos y gases. En relacién al efecto favorable de incubar con heno
de alta calidad, los resultados estan de acuerdo a lo planteado por Mitsumori y Weibin
(2008), quienes argumentan que una sintesis de biomasa microbiana adecuada dificilmente
se logra con el uso de forrajes de baja calidad. Con respecto al efecto del tipo de grasa en la
racion, Ivan et al. (2001) afirman que el contenido de &cidos grasos insaturados de cadena
larga en la dieta ejercen un efecto toxico sobre los protozoos, que si se tiene en cuenta que
dentro de las diversas funciones de estos microorganismos estd la de consumir y digerir
bacterias ruminales (Dayani et al., 2007), puede inferirse que al reducir su nimero se
reduce su efecto deletéreo sobre la poblacion bacteriana. En términos practicos, una alta
conversion del alimento degradado a biomasa microbiana disminuye la necesidad de
suplementar en la racion fuentes de proteina indegradable en el rumen (Blimmel et al.,
2003)), lo cual se suma como otro argumento favorable a considerar al elegir tanto el

componente forrajero de la racion como otro tipo materias primas que se quieran incluir.

La produccion de metano es un proceso intrinseco de la fermentacion ruminal. Sin
embargo, el enfoque actual se centra en reducir las emisiones de metano por unidad de
alimento digerido, aunque debe tenerse en cuenta que el interés final es mitigar las
emisiones del sistema productivo entero como un reto (Bodas et al., 2012). Teniendo en
cuenta que no todos los componentes de la racién se fermentan de la misma manera en el
rumen, la produccién de metano varia de acuerdo a la composicion de la racién y al tipo de
fermentacion que se favorezca. Asi, Dijkstra et al. (2005a) y Mitsumori y Weibin (2008)
afirman que dentro de los factores que afectan dicha produccion se encuentran la calidad
del alimento, la eficiencia de crecimiento microbiano y el tipo de acidos grasos producidos,
siendo el acido acético aquel que ejerce una mayor influencia. En el presente estudio, la
incubacion de raciones con 5% de grasa y heno de baja calidad ocasionaron un incremento
del 16,62% en la produccion de gas por gramo de materia organica fermentada, de 2,8% en
la cantidad de acido acetico, de 3% en el ratio acido acético:propidénico lo cual indica que
se esta favoreciendo una fermentacion acética que a su vez se reflejo en un incremento del
34,4% de la produccién de metano por gramo de MOF. Considerando que el contenido en
FND del heno de baja calidad empleado en este estudio fue superior en relacion al de alta
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calidad (613,3 vs. 467,3), y teniendo en cuenta que forrajes de baja calidad con mayor
contenido de fibra incrementa la cantidad de metano producido por favorecer el aumento en
la cantidad de &cido acético en relacion al propionico (Johnson y Johnson, 1995; Mitsumori
y Weibin, 2008), los resultados obtenidos resultan coherentes. Por su parte, en relacion al
efecto ejercido por el nivel de grasa, Martin et al. (2010) y Bodas et al. (2012) consideran
que la respuesta al suministro de lipidos en la produccién de metano depende en gran parte
del tipo de dieta, de la proporcion forraje/concentrado y de las caracteristicas propias de
cada componente, incluso del tipo de &cidos grasos que constituyan el aporte de lipido
suministrado. En todo caso, el modo de accidon de las mismas es mediante la reduccion de la
metanogénesis a través de la inhibicién de los protozoos, el incremento en produccion de
acido propidnico y la biohidrogenacion de acidos grasos insaturados (Loor et al., 2004).
Aunque el efecto benéfico de la grasa sobre las emisiones de metano se encuentra
suficientemente argumentado, la cantidad mé&s conveniente de la misma depende de la
calidad del heno que conforme la racion, pues en este caso se logré una reduccion en la
emisién de metano por gramo de materia organica fermentable al incubar un 5% de grasa

en la racion total con un heno de alta calidad en comparacion con uno de baja.
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7. CONCLUSIONES

v Los rebafios ovinos lecheros de la CAPV que fueron monitorizados en el presente
trabajo durante las etapas de preparto e inicio de lactacion, presentaron una amplia
variabilidad en el tipo y calidad de los recursos forrajeros empleados, la proporcién
forraje/concentrado y el aporte nutricional de las raciones, con valores promedios en
el contenido de proteina bruta y fibras en la racion que proporcionan la cantidad

indicada como requerida por los animales en cada etapa productiva.

v" Aunque los ganaderos tienden a reservar los forrajes de mas alta calidad para el
inicio de lactacién, a menudo la calidad de estos es todavia ampliamente mejorable.
De igual modo

v' Los parametros de fermentacion ruminal estimados in vitro varian entre las raciones
suministradas en los dos estados fisioldgicos, siendo mayores los valores de la
produccion potencial de gas, el ratio AGV:MOF y AGV’S en las raciones de
preparto con respecto a las de inicio de lactacion. Aunque no se encontraron
diferencias en la emision de metano por gramo de MOI ni MOF entre estados, los
valores de digestibilidad de la materia organica y los pardmetros de sintesis de
biomasa microbiana (FP24,SBM24, ESM24) fueron mayores en las raciones de inicio
de lactacién, indicando una mayor eficiencia en el proceso de degradacion,
fermentacion y particion del sustrato encaminado hacia la incorporacion y sintesis

microbiana que hacia la produccién de gas.

v Las estrategias de mitigacion de emisiones de metano planteadas en el presente
trabajo han puesto de manifiesto el efecto favorable de la utilizacion de forrajes de
mayor calidad frente a los de baja calidad, asi como la introduccién de alimentos
que aumentan el contenido de grasa en la racion, pues se genera una reduccion de
metano en términos de emision por gramo de MOF al incubar un heno de alta

calidad y un nivel de grasa en la racion del 5%.
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v" Si bien el tipo de grasa empleada no ejercié un efecto significativo en la mitigacion
de la emision de gas ni de metano, se observo un efecto favorable de la torta de
girasol frente a la grasa de palma en los parametros evaluados que indican sintesis
microbiana, pudiéndose inferir que su uso seria favorable en raciones de lactacion,

en el que los animales requieren mayores cantidades de proteina indegradable en el
rumen.
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