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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos del estado feno-
l6gico, del marchitado y de la aplicacion de un inoculante microbiano
sobre la composiciéon quimica, la concentracion de acidos organicos
y la degradabilidad ruminal de la materia seca (DRMS) en ensilaje de
alfalfa. La pastura fue cortada en dos estados fenolégicos: 10 % (F10)
y 50 % (F50) de floracién y el material fue dividido en dos fracciones:
con marchitado (CM) y sin marchitado (SM). Cada fraccién fue picada
y asperjada con un inoculante (Lactobacillus plantarum, 5x10° células
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viables/g, CI) o con agua destilada (sin inoculante, SI) y ensilada en mi-
crosilos de PVC, con 6 repeticiones por tratamiento. Al cabo de 90 dias
se determinaron: pH, contenido de materia seca (MS), proteina bruta
(PB), nitrégeno amoniacal (N-NH,), fibra detergente neutra (FDN) y
acida (FDA), DRMS a tiempo fijo (30 h), acidos acético (C2), propio-
nico (C3), butirico (C4) y lactico (AL). El marchitado disminuy? el pH,
el contenido de N-NH,, FDN y FDA, e incrementd la concentracion de
PB del ensilaje. En F10, el marchitado disminuyé la concentracién de
C2, C3 y C4, y aument6 la de AL. En F50, el marchitado disminuyé la
concentracion de C2 en los dos niveles de inoculante y, solo cuando el
inoculante no fue aplicado, el marchitado disminuy6 la de C3 y C4, y
aumenté la de AL. En F50-SM, la aplicacién de inoculante disminuy? el
contenido de C2, C3 y C4, y aumento la de AL. La DRMS fue mas alta en
CM que en SM, y fue mayor en F10 vs. F50 solamente cuando se aplico
marchitado. La aplicacion del inoculante disminuyé el contenido de
FDN y, en F50, bajo el nivel N-NH,. Puede concluirse que el uso del
marchitado mejora la calidad nutricional del ensilaje de alfalfa, mien-
tras que el efecto de L. plantarum se limita a algunas combinaciones
de tratamientos.

Palabras clave: Ensilaje de alfalfa, Lactobacillus plantarum, Estado
fenolégico, Marchitado

ABSTRACT

The objective of this work was to assess the effects of phenologi-
cal stage, wilting and a microbial inoculant on chemical composition,
organic acids concentration and ruminal degradability of dry mat-
ter (DMRD) of alfalfa silage. The pasture was cut in two phenologi-
cal stages: 10 % (F10) and 50 % (F50) of flowering, and the material
was divided into two fractions: with wilting (W) and without wilting
(NW). Each fraction was chopped and sprayed with an inoculant
(Lactobacillus plantarum, 5 x 10° viable cells/g, I) or with distilled wa-
ter (no inoculant, NI) and ensiled in PVC microsilos, with 6 replications
per treatment. After 90 days, pH, dry matter (DM), crude protein (CP),
ammonia nitrogen (NH,-N), neutral detergent fiber (NDF) and acid
detergent fiber (ADF), DMRD at 30 h, acetic (C2), propionic (C3), bu-
tyric (C4) and lactic (LA) acids were determined. The wilting process
decreased pH, NH,-N, NDF and ADF, and increased CP of the silage.
In F10, wilting decreased the concentration of C2, C3 and C4, and in-
creased LA. In F50, wilting decreased the C2 concentration at the two
levels of inoculant, and only when inoculant was not applied, wilting
decreased C3 and C4, and increased LA. In F50-NW the application of
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inoculant decreased the content of C2, C3 and C4, and increased LA.
The DMRD of W was higher than NW, and it was higher in F10 vs F50
only when wilting was applied. The inoculant application decreased
the NDF content, and in F50 it decreased NH,-N level. It can be conclu-
ded that the use of wilting improves the nutritional quality of alfalfa
silage, while the effect of L. plantarum is limited to some combinations
of treatments.

Key words: Alfalfa silage, Lactobacillus plantarum, Phenological
stage, Wilting

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do estadio fenoldgico,
murchamento e aplicacdo de inoculante microbiano sobre a composicdo
quimica, a concentragdo de acidos organicos e a degradabilidade rumi-
nal da matéria seca (DMR) em silagem de alfafa. A pastagem foi cortada
em dois estadios fenoldgicos: 10 % (F10) e 50 % (F50) de floragdo e o
material foi dividido em duas fragdes: murcha (CM) e sem murcha (SM).
Cada fragao foi triturada e polvilhada com um inoculante (Lactobacillus
plantarum, 5x109 células viaveis/g, CI) ou com agua destilada (sem
inoculante, SI) e ensilada em microsilos de PVC, com 6 repeti¢cdes por
tratamento. Ap6s 90 dias, foram determinados: pH, teor de matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), nitrogénio amoniacal (N-NH3), fibra em de-
tergente neutro (FDN) e fibra em detergente 4cido (FDA), DRMS em um
tempo fixo (30 h), acidos acético (C2), propidnico (C3), butirico (C4) e
latico (AL). A murcha diminuiu o pH, o teor de N-NH3, FDN e FDA, e au-
mentou a concentragao de PB da silagem. Em F10, a murcha diminuiu
a concentracdo de C2, C3 e C4 e aumentou a de AL. Em F50, a murcha
diminuiu a concentracdo de C2 nos dois niveis de inoculante e, somente
quando o inoculante ndo foi aplicado, a murcha diminuiu a de C3 e C4
e aumentou a de AL. Em F50-SM, a aplica¢do do inoculante diminuiu o
teor de C2, C3 e C4, e aumentou o de AL. DRMS foi maior em CM do que
em SM, e foi maior em F10 vs. F50 somente quando aplicado murcho.
A aplicagdo do inoculante diminuiu o teor de FDN e, em F50, o teor de
N-NH3 diminuiu. Pode-se concluir que o uso da murcha melhora a qua-
lidade nutricional da silagem de alfafa, enquanto o efeito de L. planta-
rum é limitado a algumas combinagdes de tratamentos.

Palavras-chave: Silagem de alfafa, Lactobacillus plantarum, Estagio
fenolégico, Murcha

1 1 5 CIENCIA VETERINARIA DOI http://dx.doi.org/10.19137/cienvet202224201
ISSN 1515-1883 | E-ISSN 1853-8495 Vol. 24, N 2 (2022) pp. 113-130


http://dx.doi.org/10.19137/cienvet202224202

Introduccion

El uso de la alfalfa para la confeccién de reservas forrajeras juega
un rol importante en los planteos de produccién bovina de carne y
leche, permitiendo no sélo estabilizar la oferta forrajera, sino también
ajustar las dietas en cuanto a su contenido de fibra efectiva y proteina.
Aunque la forma de reserva mas comun de la alfalfa es el heno, los
analisis de composicion quimica muestran deficiencias en calidad nu-
tricional: 16 % de proteina bruta (PB), con minimo de 13 y maximo de
24 %, 56 % de fibra detergente neutro (FDN), 44 % de fibra detergente
acido (FDA) y 58 % de digestibilidad de la materia seca, en parte expli-
cadas por el uso de maquinaria de corte inapropiada, un inadecuado
manejo de los lotes y el almacenamiento de los rollos a la intempe-
rieV, Una alternativa de conservacién y almacenamiento que puede
mejorar el valor nutricional de las reservas de alfalfa es la confeccion
de ensilajes. Sin embargo, este cultivo tiene una baja concentracion
de azucares y un alto contenido de proteina que limitan una rapida
fermentacion y acidificacion del material ensilado. La baja concentra-
cion de azucares condiciona el crecimiento bacteriano, mientras que el
elevado contenido proteico cumple la funcién de buffer®.

Durante la fermentacion del forraje, la tasa y magnitud de disminu-
cién del pH determina el grado de pérdida de nutrientes del ensilaje.
Esta pérdida de calidad es debida a la accién de enzimas de la planta
y de microbios anaerobios. El uso de aditivos bioldgicos y quimicos
puede promover patrones de fermentacion adecuados, especialmente
cuando existen condiciones subdptimas, como puede ser el caso del
ensilado de alfalfa. Dentro de los aditivos bioldgicos, se encuentran
los inoculantes microbianos y las enzimas®. Entre los inoculantes mi-
crobianos usados mas frecuentemente estan los que contienen bac-
terias acido lacticas (BAL) homofermentativas (Ho). Actualmente, la
mayoria de las bacterias de este grupo se clasifican taxonémicamente
como heterofermentativas facultativas (HeF) en lugar de Ho obliga-
das™. Ambos grupos fermentan las hexosas y producen acido lactico
(AL) pero, ademas, las BAL HeF poseen la enzima fosfocetolasa que
les permite fermentar pentosas hasta AL y acido acético (C2). Otro
grupo lo constituyen las heterofermentativas obligadas (por ejemplo,
Lactobacillus buchneri) que producen otros compuestos, ademas de
AL®, La inoculacién de ensilajes con BALHo y BALHeF ha demostra-
do ser efectiva para mejorar los parametros de fermentacion a través
del incremento de AL y de la reduccion del pH, de la concentracion de
acido butirico (C4) y de nitrégeno amoniacal (N-NH,). Por otro lado,
también se verificé una inhibicion del crecimiento de microbios epifi-
tos deletéreos, como clostridios y hongos. Algunas de estas especies
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de BAL son L. plantarum, L. faecium, Enterococcus faecium y varias es-
pecies del género Pediococcus®.

Otro factor que dificulta una adecuada fermentacion lactica en el
cultivo de alfalfa es el alto contenido de agua en el momento 6ptimo
de calidad nutricional del forraje. En general, el contenido de materia
seca (MS) en la planta de alfalfa se encuentra entre 18,3 + 6,2 % y 22,4
* 6,5 % para alfalfas en pre-floracion y mediados de floracién, respec-
tivamente”), Si el forraje es ensilado con un alto contenido de hume-
dad, el establecimiento de las BAL se ve alterado y la disminucién del
pH no es suficiente como para inhibir el crecimiento de clostridios, los
cuales se multiplican y fermentan el AL a butirico y a los aminoaci-
dos a amonio, resultando en incrementos del pH y pérdidas de MS®?.
Una herramienta para reducir el contenido de humedad del cultivo a
ensilar, favorecer la fermentacién y disminuir las pérdidas de MS es
realizar el marchitado u oreo previo al picado??. Sin embargo, un
marchitado de mayor magnitud predispone a una fermentacién mas
lenta y con menores valores finales de AL, debido a que el crecimiento
bacteriano se reduce cuando la concentraciéon de agua es baja!?. Los
ensilajes confeccionados con forrajes marchitados suelen presentar
un mayor pH o una disminuciéon mas lenta de este, un mayor nivel de
carbohidratos solubles en agua (CSA), y un menor contenido de AL, C2
y N-NH, 109,

Por otro lado, se han observado interacciones entre el uso de mar-
chitado y la aplicacion de inoculantes microbianos sobre algunos pa-
rametros de fermentacion y la degradabilidad de la MS®, lo cual ame-
rita una mayor investigacion.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos del estado
fenolégico, de la aplicacion de un inoculante microbiano a base de L
plantarum y del marchitado sobre la composicion quimica, la con-
centracion de acidos organicos y la degradabilidad ruminal de la MS
(DRMS) en ensilaje de alfalfa.

Materiales y métodos

Setrabajé conlavariedad dealfalfaDon Gaspar 15-601 (Brandemann
y Cia. S.C.), grupo 6, implantada en un campo ganadero a 35 km al su-
roeste de General Pico, La Pampa. El forraje fue cortado mediante mo-
toguadafia, en diciembre de 2015, en dos estados fenoldgicos: 10 %
(F10) y 50 % (F50) de floracion. El material correspondiente a cada
estado fenolégico fue dividido en dos fracciones: con marchitado (CM)
y sin marchitado (SM). La fraccién SM fue picada inmediatamente
posterior al corte con una minipicadora de forraje para la confecciéon
de los microsilos. En la fraccion CM, el marchitado se llevd a cabo en

1 1 7 CIENCIA VETERINARIA DOI http://dx.doi.org/10.19137/cienvet202224201
ISSN 1515-1883 | E-ISSN 1853-8495 Vol. 24, N 2 (2022) pp. 113-130


http://dx.doi.org/10.19137/cienvet202224202

el mismo lugar de corte, sobre el suelo y en condiciones naturales. El
contenido de MS del forraje CM fue monitoreado cada una hora por la
metodologia de microondas, segin Petruzzi et al.*V, hasta alcanzar el
valor deseado de 45 %. Una vez alcanzado este porcentaje de MS, el
material fue procesado de igual manera que SM. Para la confeccién de
los microsilos se procedié de la siguiente manera: de cada porcién del
material de F10-SM, F10-CM, F50-SM y F50-CM, se tomaron 12 frac-
ciones de 2,4 kg de peso humedo, 6 de las cuales fueron asperjadas
con 30 ml de una solucién de inoculante biolégico (con inoculante, CI)
y 6 con el mismo volumen de agua destilada (sin inoculante, SI). El
inoculante estuvo compuesto por cultivos de L. plantarum (5x10° cé-
lulas viables/g) y para la dosificacion se siguieron las indicaciones del
fabricante (100 g de inoculante cada 50 toneladas de peso humedo de
forraje). Cada una de las porciones de 2,4 kg de forraje fue ensilada en
microsilos de PVC, de 11 cm de didmetro y 50 cm de largo (48 microsi-
los en total), equivalente a una densidad de 610 kg/m?.

De esta manera quedaron definidos 8 tratamientos por la combina-
cién de 3 factores (F: estado fenoldgico; M: marchitado; I: inoculante),
con 2 niveles cada uno (F: F10 y F50; M: CM y SM; I: Cl y SI), en un
disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial 2x2x2, con
6 repeticiones.

Los microsilos fueron llevados al Laboratorio de Nutricién Animal
de la Facultad de Ciencias Veterinarias (UNLPam) y conservados a
temperatura ambiente hasta su apertura después del dia 90 de su con-
feccidn, para la realizaciéon de los distintos analisis. Inmediatamente
luego de la apertura, se tomaron dos muestras de 25 g, una para la
medicion del pH con un pHmetro digital, y la otra, para la determi-
nacién de acidos organicos. Para la medicién de los acidos organicos
se procedié a la obtencién de un extracto de la siguiente manera: la
muestra de 25 g se coloco en un recipiente de vidrio y se adicionaron
250 ml de agua destilada, se tap6 herméticamente y se mantuvo refri-
gerada a 8 °C. Pasadas 24 h, el contenido fue filtrado. De este filtrado
se tomaron 8 ml, se adicionaron 2 ml de HCl 0,2 N y se refriger6 por
24 h mas. Por ultimo, se procedi6 a la centrifugaciéon a 10.000 rpm y
10 °C y se obtuvo 1 ml del sobrenadante, que fue congelado hasta la
determinacion de los acidos organicos en el Laboratorio de Nutricion
Animal, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires. La pu-
rificacion de las muestras se realizé con acido meta-fosférico (25 %
en acido sulftrico 0,5 M) a razén de 0,5 ml por cada 2 ml de muestray
luego fueron centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm. La determi-
nacién de AGVs y AL se realiz6 por cromatografia gaseosa con un equi-
po Konik-3000 y una columna BP-20 (marca SGE) con N, como vehicu-
lo y seguin protocolo recomendado por el fabricante de la columna®?.
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La temperatura del inyector y del detector de ionizacion de llama fue
mantenida a 250 2C.

Para la determinacion de la concentracion de N-NH, se tom6 una
muestra de 10 g de ensilaje y se homogeneiz6 en 600 ml de agua des-
tilada durante 2 minutos, en licuadora a potencia maxima. E1 homo-
geneizado fue filtrado y el liquido resultante centrifugado a 10.000 g
durante 10 minutos a una temperatura de 4 °C. Sobre el liquido so-
brenadante se determino la concentracion de N-NH, por medio de la
lectura en un espectrofotémetro, segtin la técnica de Weatherburn®?,

Por ultimo, una porcion representativa de cada microsilo fue con-
gelada a - 20 °C, hasta la realizacion de los andlisis de MS, PB, FDN,
FDA y DRMS. Con una submuestra de 200 g se determin6 MS con es-
tufa de flujo continuo a 105 2C. Otra submuestra de 200 g fue secada
a 60 °C y molida en un molino tipo Resch, provisto con una malla de 2
mm de didmetro, la cual fue utilizada para los anélisis de PB!¥, FDN y
FDA( y DRMS.

Para la determinacién de la DRMS se pesaron 3,6 g de MS de cada
muestra y se colocaron en bolsas de poliamida de 10 x 20 cm con una
porosidad de 50 um (Ankom®). Cada bolsa fue cerrada mediante un
precinto plastico para evitar la pérdida de material, quedando una su-
perficie efectiva de 360 cm? (10 x 18 x 2) y una relaciéon de 10 mg/
cm? entre cantidad de muestra y superficie de la bolsa, de acuerdo a
Vanzant et al.!9), Las 48 bolsas correspondientes a cada repeticion de
cada tratamiento, mas 2 blancos, se colocaron dentro de una bolsa re-
jilla, junto con una cadena de 1 kg de peso, para permitir su contacto
con el saco ruminal ventral, y una cuerda de nylon de 60 cm de longi-
tud para fijarla ala canula, permitiendo su libre movimiento dentro del
rumen?”, La bolsa rejilla fue introducida en el rumen de una hembra
bovina Hereford, canulada y alimentada con heno de alfalfa. Las bolsas
fueron retiradas a las 30 h pos incubacion e inmediatamente lavadas
bajo el flujo de agua, por aproximadamente 90 segundos, hasta que el
agua salié limpida, para frenar la accién microbiana y eliminar restos
de contenido ruminal®®. Luego, se llevaron a estufa a 60 °C hasta peso
constante para determinar la cantidad de MS no degradada y calcular
la DRMS.

Para el analisis estadistico se realizé un ANOVA con un modelo que
considerd los efectos fijos de los 3 factores (F, M, I) y sus interacciones
(FxM, FxI, MxI, FxMxI). Cuando la interaccidn triple resulto significa-
tiva (p< 0,05), la variable en cuestion fue analizada en dos modelos
independientes separados por el factor “F” que considerd los efectos
M, I y MxI. La estimacién y comparacién de las medias de los trata-
mientos se hizo por el método LSMEANS (least squares means: Medias
de minimos cuadrados) del procedimiento “PROC GLM” del paquete
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estadistico SAS 9.109, Los efectos de tratamiento y las interacciones
fueron declarados significativos cuando p resulté menor a 0,05.

Resultados

En ambos estados de floracién (Tabla 1), el marchitado disminuyd
consistentemente el pH de los ensilajes, ya sea en SI (-0,82 y -1,08 uni-
dades de pH en F10 y F50, respectivamente) como en CI (-1,39 y -0,39
unidades de pH en F10 y F50, respectivamente). En F10, la aplicaciéon
de inoculante disminuyé el pH de los ensilajes CM (-0,41 unidades),
pero lo aument6 en SM (+0,16 unidades). Por el contrario, en F50, el
inoculante disminuy6 el pH de los ensilajes SM (-0,88 unidades), pero
no tuvo efecto en CM.

En F10, los ensilajes CM tuvieron menor concentraciéon de C2, acido
propidnico (C3) y C4, y mayor de AL (para C4, MxI p< 0,05). En F50, en
cambio, los tratamientos CM resultaron con menor concentracién de
C3y C4 y mayor de AL solamente cuando no se aplic6 el inoculante. La
excepcion fue para C2, donde el marchitado disminuy6 su concentra-
cion tanto en CI como en SI.

El tnico efecto detectado del inoculante sobre la concentracién de
acidos organicos fue en la combinacién de F50-SM, donde su aplica-
cion resulté en menor contenido de C2, C3 y C4, y mayor de AL.

Al aplicar el marchitado, las concentraciones de N-NH, se redujeron
90y 75 % para F10 y F50, respectivamente. Por otro lado, el efecto del
inoculante sobre esta variable dependié del estado de floracién. En
F50, los tratamientos CI presentaron menor concentracion de N-NH,
que los SI (- 46 %), mientras que en F10 no hubo diferencias.

Los ensilajes CM presentaron mayores contenidos de PB que los
SM. Estas diferencias fueron de 23 % en F10 (23,73 vs. 19,30 %)y 7 %
en F50 (21,41 vs. 19,99 %). Por otro lado, solo cuando se aplicé mar-
chitado el contenido de PB difiri6 entre los estados fenoldgicos, siendo
mayor en F10 (23,73 vs. 21,41 %). Finalmente, no se hall6 efecto del
inoculante sobre el porcentaje de PB.

Comparado con SM, los tratamientos CM presentaron un menor
contenido de FDN (51,15 vs. 55,52 %) y FDA (34,92 vs. 44,39 %). De
manera similar, los ensilajes CI tuvieron menor FDN respecto a SI
(51,52 vs. 55,15 %). Sin embargo, no hubo efecto del inoculante sobre
el contenido de FDA (CI: 39,13 %, SI: 40,18 %).

La DRMS de los ensilajes CM fue superior a la de lo ensilajes SM.
Los incrementos fueron del 20 % en F10 (74,69 vs. 66,22 %)y 9,9 %
en F50 (64,60 vs. 71,0 %). Por otro lado, solo cuando se aplicé marchi-
tado hubo diferencias entre estados fenologicos, donde F10 tuvo una
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DRMS un 5,2 % mayor que F50. No se encontrd efecto del inoculante
sobre esta variable.

Discusion
a) Fermentacion: pH y acidos organicos

El pH mas adecuado para la conservacion de los ensilajes de legu-
minosas depende del contenido de MS. Kung et al.*” recomiendan va-
lores de 4,3 a 4,7 para ensilajes con menos de 30-35 % de MS y un
pH de 4,7 a 5 para ensilajes con 45 a 55 % de MS. Si se toma un pH
de 5 como punto de corte, ninguna de las cuatro combinaciones que
incluyeron el marchitado superaron ese valor y fluctuaron entre 4,39
y 4,86, lo que seria adecuado para una correcta estabilidad del ensilaje
con los tenores de MS alcanzados (40 a 45 %). Sin embargo, dentro de
las cuatro combinaciones SM, la Uinica en alcanzar un pH relativamen-
te mas bajo (4,78) fue F50-CI.

El efecto marchitado sobre la reduccion del pH fue biol6gicamente
importante (alrededor de un punto de pH), al principio de floracion y
en floraciéon media, lo que avala la practica de realizar un marchitado
previo en ensilaje de alfalfa si no se utiliza ningtn tipo de aditivo®Y.
La caida del pH por efecto del marchitado puede hallarse, incluso, en
alfalfa con 100 % de floracion®.

Los inoculantes con BALHo (y BALHeF) promueven una rapida cai-
da del pH y un menor nivel de pH final en los ensilajes debido a una
mayor produccion de ALG), Sin embargo, la magnitud de esos efectos
depende del material utilizado®, por ejemplo, maiz vs. alfalfa. En un
metaandlisis realizado por Blajman et al.*®), que cubrid ensayos rea-
lizados sobre alfalfa con marchitado previo, la utilizaciéon de BalHo y
BALHeF generé una reduccion del pH de 0,4 unidades, pero en los tra-
bajos que incluyeron solamente L. plantarum, una BALHo obligada, el
efecto fue mas modesto (- 0,2 unidades de pH). Los efectos del inocu-
lante sobre el pH en el presente trabajo fueron diferentes en las com-
binaciones de tratamientos, pero de magnitud en dos situaciones de
interés practico. En F10-CM, la categoria de mejor calidad nutricional,
el inoculante disminuyo el pH en 0,41 unidades. Por otro lado, en F50-
SM, que es una alternativa utilizada empiricamente para simplificar
la tarea de ensilado, el inoculante bajo6 el pH en 0,88 unidades, con un
aumento en la concentracién de AL y una disminucion en la de C2 y C4.
En F50-CM, se hall6 una tendencia (p= 0,06), pero la disminucién del
pH fue menor (0,19), sin modificaciones en AL y AGV.

La capacidad de un inoculante para disminuir el pH de un ensilaje
puede depender de la concentracidon de MS y de flora epifita del cultivo
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al momento de ensilar, y de la cantidad, de la especie y de la cepa bac-
teriana incluida en la formulacidon. A modo de ejemplo, Filya et al.?*)
hallaron diferentes resultados con inoculantes comerciales a base de
L. plantarum, en alfalfas de primer y segundo corte. En alfalfa de pri-
mer corte, la mayor concentracién de MS (47,7 % MS) puede haber
restringido la fermentacién en el grupo control (pH: 5,08) y aumentar
asi la accidn del inoculante (pH entre 4,33 y 4,51 en los grupos con L.
plantarum). Sin embargo, en alfalfa de segundo corte, que tenia 39,3
% de MS y mayor poblacién de BAL epifitas, el pH del grupo control
fue mas bajo (4,42) y el contenido de AL mas elevado (8,65 %, base
MS) que en el grupo control del primer corte, y ninguno de los 3 inocu-
lantes con L. plantarum promovieron una mayor disminucién del pH.
Similares resultados fueron informados por Contreras-Govea et al.?,
quienes atribuyeron la falta de efecto del inoculante (L. plantarum) en
alfalfa (10 % de floracion, 39,5 % MS) a una alta poblacidn epifita de
BAL, que permitié que el grupo control alcanzara valores bajos de pH
(4,58) y elevada concentracion de AL (7,65 %, base MS). Si bien en el
presente trabajo no se estudié la concentracion de flora epifita, una
concentracion bacteriana igual o superior a la dosis de inoculante apli-
cada podria explicar la falta de efectos del inoculante sobre el pH en
algunos de los tratamientos, y su evaluacion deberia tenerse en cuenta
para futuros experimentos.

Se hainformado que, al aumentar el contenido de MS del cultivo, los
inoculantes pueden producir una mayor fermentacidn lactica y dismi-
nuir el pH del ensilaje méas rapida y eficientemente. La aplicacién de
L. plantarum en combinacion con Propionibacterium acidipropionici
disminuyé el pH cuando se aplic6 en alfalfa con marchitado, pero lo
aumento cuando esta técnica no fue empleada. Sin embargo, no hubo
efectos cuando se usé L. plantarum solo®. Lo hallado con ambos ino-
culantes combinados concuerda con nuestro trabajo, en el cual la dis-
minucién del contenido de agua, ya sea por la aplicaciéon de marchita-
do o por el avance del estado fenol6gico, permitié que los ensilajes CI
presenten menor pH que los SI.

El efecto de marchitado en F10 (aumento de AL y disminucién de
AGV) esta en linea con una fermentacion lactica y la disminucion del
pH hallada, de igual manera a lo sucedido en F50-SI. Sin embargo, en
F50-CI, el marchitado provocé un descenso del pH, sin modificaciones
claras en los acidos organicos que lo expliquen.

Las altas concentraciones de N-NH,, C2, C3 y C4, y los altos valores
de pH hallados en los ensilajes SM, a excepcion de F50-SM-CI, sumado
al olor desagradable percibido (caracteres organolépticos no infor-
mados), son indicios del crecimiento de clostridios®®. El bajo conte-
nido de MS explicaria este tipo de fermentacion indeseable. Cuando el
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contenido de MS supera el 30 a 35 %, la elevada presiéon osmotica in-
hibe el crecimiento de los clostridios®?. Este tipo de ensilajes con fer-
mentaciones indeseables no solamente conlleva pérdidas de MS, sino
que puede comprometer el desempefio productivo de los animales. En
el presente trabajo, los ensilajes en F10-SM y F50-SM-SI presentaron
un promedio de 1,8 % de acido butirico que podria resultar en una
ingesta diaria de mas de 120 g (vaca de 650 kg de peso vivo, consumo
del 3,5 % del peso vivo, 30 % de ensilaje de alfalfa en la racién). Un
consumo diario de mas de 50-100 g de acido butirico podria aumentar
los riesgos de incidencia de cetosis en vacas lecheras®®,

En F10-SM hay una coincidencia entre la falta de efecto del ino-
culante sobre el pH y la imposibilidad de establecer una fermen-
tacion lactica en estas condiciones, con niveles de AL indetectables.
Coincidentemente, Hashemzadeh-Cigari et al.”? tampoco hallaron
efectos sobre las concentraciones de acidos organicos cuando utiliza-
ron un inoculante a base de L. plantarum en alfalfa en prefloracién sin
oreo. En F10-CM, la disminuci6on del pH producida por el inoculante
no es explicada por ninguna modificacién de los acidos organicos me-
didos, a diferencia de otros ensayos con L. plantarum*’*® en los que se
asocio a un incremento de AL. Las concentraciones de acidos organi-
cos en F50-SM fueron alteradas por el inoculante en forma similar a lo
hallado por Liu et al.?%, en ensilaje de alfalfa florecida sin marchitado
previo, y demuestra un efecto positivo de L. plantarum en una situa-
cién menos desafiante que la hallada en F10-SM. En F50-CM se gener6
un pH adecuado en el grupo Sl y el inoculante no tuvo efecto sobre las
concentraciones de acidos organicos.

Al igual que lo observado para la variable pH, la falta de efectos del
inoculante sobre AL y AGV, en especial en F10-CM y F50-CM, podria
atribuirse a la presencia de flora epifita en concentraciones superiores
a la dosis de inoculante empleada®.

b) Composicién nutricional: PB, N-NH,, FDN, FDA

El mayor contenido de PB de los ensilajes CM indica una mejor pre-
servacion de esta fracciéon durante el proceso de ensilado, producto de
una menor tasa de fermentacidn, que se tradujo, ademads, en una me-
nor proporcion de la PB como N-NH,. Esto coincide parcialmente con
Rangrab et al.(? y con Hashemzadeh-Cigari et al.®¥), quienes hallaron
que el marchitamiento disminuy0 los niveles de N-NH,, pero no tuvo
efectos sobre el contenido de PB.

El efecto del inoculante sobre la proporcion de N-NH, en F50, sin
efecto sobre la PB, fue similar a lo hallado por Guo et al.?®. Sin em-
bargo, no se hallaron efectos del inoculante en F10, lo cual también ha
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sido observado en otros trabajos que utilizaron L. plantarum en alfalfa
con 10 % de floraciéon® o en prefloraciéon®?*V. La falta de efecto en
F10 sobre N-NH, plantea las limitaciones de L. plantarum para actuar
en forrajes con menor cantidad de carbohidratos fermentables, en los
cuales pueden verificarse efectos sobre el pH final, pero modificacio-
nes menores en los patrones de fermentacion. Las altas concentracio-
nes de N-NH, (mas del 12 a 15 % de la PB) pueden ser resultado de
una descomposicion excesiva de proteinas en el ensilaje causada por
una lenta caida del pH que no inhibe a las proteasas del cultivo o por
un crecimiento excesivo de clostridios o enterobacterias. Los ensilajes
con menos del 30 % de MS, como fue el caso de F10-SM y F50-SM, son
mas susceptibles a sufrir este tipo de fermentaciones. Las altas con-
centraciones de amoniaco implican un exceso de proteina degradable
en rumen, lo que puede tener consecuencias sobre el desempefio re-
productivo de las hembras y aumentar el nitrégeno ureico en leche®?,

La menor concentraciéon de FDN y FDA en los ensilajes CM coincide
con los resultados de Hashemzadeh-Cigari et al.*). En nuestro ensayo,
el marchitado redujo el contenido de FDN y FDA en el orden del 8 y 21
%, respectivamente, y estaria relacionado con una mejor preservacion
del contenido celular, como lo demuestra la mayor concentracion de
PB. Ademas, Hashemzadeh-Cigari et al.®) hallaron que el marchitado
incrementé el contenido de CSA. Aunque en nuestro trabajo no se mi-
di6 la concentracion de CSA, una menor fermentacion de esa fraccion
también podria explicar el menor contenido de pared celular en los
ensilajes CM.

El inoculante disminuyd el contenido de FDN y esto también puede
estar relacionado con una mejor conservaciéon del contenido celular,
aunque no se verificé a través de un aumento de la PB. Por otro lado,
el inoculante no afect6 la concentracion de FDA, lo que guarda directa
relacion con la falta de efecto sobre la DRMS. Otros investigadores®+2®)
no han podido hallar efectos de inoculantes a base de L. plantarum
sobre las cantidades de FDN y FDA en ensilajes de alfalfa.

¢) DRMS

El incremento de la DRMS provocada por el marchitado muestra
una relacion con la disminucion en el contenido de FDA y la mejor con-
servacién de los componentes mas digestibles del forraje. Como suce-
de con la alfalfa en pastoreo directo, el avance del estado fenolégico
tuvo como consecuencia una disminuciéon de la DRMS en los cortes
CM.

La falta de efecto del inoculante a base de L. plantarum sobre la
DRMS coincide con los resultados de produccién de gas in vitro®® y
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de degradabilidad in vitro de la MS publicados en otros trabajos®Y.
De manera similar, Filya et al.?* hallaron que la inoculaciéon con BAL
mejor6 parametros de fermentacién, como pH y niveles de acidos or-
ganicos (disminuy6 C2 e incrementé AL), pero no tuvo efecto sobre la
digestibilidad in vitro de la MS a las 48 h.

Hashemzadeh-Cigari et al.®) hallaron que la inoculacién con L. plan-
tarumy Propionibacterium acidipropionici aument6 la DRMS a las 24 h
en ensilajes de alfalfa con marchitado, mientras que L. plantarum tuvo
este efecto en los ensilajes sin marchitado, lo que significé una interac-
cion I x M, situacion que no se observo en nuestro trabajo. Sin embar-
go, Hashemzadeh-Cigari et al.”®) no hallaron cambios en la DRMS por
efecto del marchitado.

Conclusiones

El marchitado del forraje contribuye a mejorar el proceso de fer-
mentacion y la degradabilidad ruminal de ensilajes de alfalfa en flora-
cion temprana y media, lo cual la sitia como una practica de eleccion
para la confeccién de este tipo de reservas forrajeras. En F10-CM y
en F50-CM la aplicacién del inoculante, al menos en las condiciones
de este ensayo, no produce mejoras adicionales de importancia. Sin
embargo, en F50-SM, una situacion a la que puede llegarse por difi-
cultades técnicas para realizar el oreado, la aplicacion de L. plantarum
mejora los parametros fermentativos del ensilaje.
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Tabla 1. Contenido de materia seca (MS), perfil de fermentacion, composicion nutricional y degradabilidad ruminal (Medias de mini-
mos cuadrados) de ensilajes de alfalfa confeccionados al 10% (F10) o 50% (F50) de floracién, con (CM) o sin (SM) marchitado y con
(CI) o sin (SI) inoculante microbiano.

F10 F50 .
sM cM sM M EE P

s al si cI s a s a F M 1 FxM FxI MxI FxMxI
MS 1954 1998 4517 4347 2344 2506 40,77 42,05
pH 5684 584% 486" 445" 566" 4780 4588 439® 0,06  Fk ¥k kxR xx NGk
c2 6,018 573 148 1,30° 530  379%A 140" 1,28® 022 M kR xx Ng % *
c3 354 2,96 0,00° 0,000 1,934 000" 0,00% 0,004 0,17 k¥ Rk oxx wx ok
C4 1584 230" 0,00® 000® 150 033% 0,00® 0,004 013 ¥ ** NS H = Ng %
AL 0,000 0,000 473 410> 0,004 1,58% 108" 1,23® 0,19 * * NS ** % & NS
N-NH, 26229 2734% 3268 2,074 23748 13,0748 6324 3,00% 258 NS ** ** = * NS NS
PB 20,10 1850° 2339 24,06  19,41* 20,56* 21,22 21,60 058 NS ** NS * NS NS NS
FDN 5937 5289 5293 4875 5637 5344 5193 51,00 155 NS ** * NS NS NS NS
FDA 4360 4244 32,85 3302 4641 4511 3784 3596 150 ** ** NS NS NS NS NS
DRMS 62,67 61,76 745204 7486M 62,64 6655% 7055% 71,45% 132 NS ** NS * NS NS NS

EE: error estandar. F: efecto del estado de floracién. M: efecto del marchitado. I: efecto del inoculante. Acido acético (C2), propiénico (C3),
butirico (C4) y lactico (AL); proteina bruta (PB), fibra en detergente neutro (FDN) y fibra en detergente 4cido (FDA); todos en % de la MS.
Degradabilidad ruminal de la materia seca (DRMS) en %. Nitrégeno amoniacal (N-NH,) en % del N total.
! Efectos de tratamiento y de las interacciones: no significativos (NS, p> 0,05) o significativos (* p< 0,05; ** p< 0,01).
abSuperindices distintos indican efectos significativos (p< 0,05) de I dentro de cada nivel de M.
ABSuperindices distintos indican efectos significativos (p< 0,05) de M dentro de cada nivel de 1.
2bSyperindices distintos, en subrayado, indican efectos significativos (p< 0,05) de M dentro de cada nivel de F.
ABSuperindices distintos, en subrayado, indican efectos significativos (p< 0,05) de F dentro de cada nivel de M.
b Superindices distintos, en cursiva, indican efectos significativos (p< 0,05) de I dentro de cada nivel de F.
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