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RESUMEN

En el sudeste de Cordoba y el sudoeste de Santa Fe, han proliferado sistemas de
engorde a corral (EC) de bovinos, con creciente inclusién de granos de destileria (GD)
en sus dietas. Segun los antecedentes de las altas concentraciones de azufre (S) en
estos subproductos, y de sulfatos (SO4) en el agua de bebida de la regién, podria
existir un excesivo aporte dietético de S total. En los dltimos afios se han comunicado
problematicas productivo-sanitarias en bovinos de EC de dicha region, compatibles
con las causadas por exceso de S dietético, y asociadas al consumo de GD y/o agua
de bebida con altas concentraciones de SO4. Con este contexto, se realiz6 un estudio
descriptivo cuyo objetivo fue evaluar el nivel estimado de S total en las dietas
suministradas a bovinos de EC en las mencionadas regiones del pais. En verano e
invierno del 2017 se recolectaron muestras de agua de bebida de 68 perforaciones
para determinar la concentracion de SO., se recolectaron muestras de GD
provenientes de dos plantas industriales para la determinacién de S total, y se realizo
una encuesta en cada establecimiento acerca del suministro o no, de GD. Las
concentraciones medias de SO, en el agua, fueron de 184 + 160 y 90 = 78 mg/l, en los
muestreos estival e invernal respectivamente. El contenido promedio de S en GD fue
de 0.67 £ 0.07% (n=12 lotes) y 0.69 + 0.03 % (n=6 lotes) para cada una de las plantas
industriales. Los promedios estimados de S dietético total en verano fueron de 0.34 +
0.02% y 0.23 £ 0.02% para las dietas con y sin GD, respectivamente, mientras que en
el invierno fueron de 0.33 + 0.01% y 0.21 * 0.01% para las dietas con y sin GD,
respectivamente.

Complementariamente se realizé un estudio experimental con el objetivo de evaluar
pardmetros clinicos, productivos y ruminales, en bovinos de EC sometidos a un
exceso de S dietético, similar al que podria resultar de la inclusion de GD y agua de
bebida con aportes promedio de S, segun antecedentes de la region estudiada. Se
utilizaron 12 terneros Aberdeen Angus x Hereford, con un peso inicial de 268 * 13 kg,
a cada uno de los cuales se les asign6 aleatoriamente uno de los dos tratamientos
propuestos (6 repeticiones para cada uno): BS (control, 0.19% de S dietético) y AS
(0.39% de S dietético). Los animales se dispusieron individualmente, recibiendo agua
y alimento ad libitum. El estudio tuvo 38 dias de duracién, y los dias 0, 22 y 38 se
tomaron muestras de gas ruminal para cuantificar la concentracion de sulfuro de
hidrogeno (H.S), y de liquido ruminal para determinar las concentraciones de bacterias

totales, bacterias sulfo-reductoras, protozoos, nitrdgeno amoniacal y acidos grasos
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volatiles. Bisemanalmente se realiz6 una exploracién clinica a cada animal, y se
estimoé el consumo diario de MS, el aumento diario de peso y la conversion alimenticia.
Los pardmetros ruminales y clinicos se analizaron como medidas repetidas en el
tiempo mediante modelos mixtos. Los parametros productivos se analizaron mediante
pruebas t. A excepcién de la elevacion de la concentracion de H,S ruminal, el exceso
de S dietético evaluado no tuvo efectos clinicos, productivos ni ruminales. En
consecuencia, es poco probable que los niveles de S dietético estimados en la
mayoria de los EC de la regién estudiada, sean perjudiciales para la salud y
desempefio animal.

Palabras clave: azufre, granos de destileria, agua de bebida, ambiente ruminal
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EXCESS OF DIETARY SULFUR IN FATTENING FEEDLOT CATTLE

ABSTRACT

In the southeast of Cérdoba and southwest of Santa Fe provinces, feedlot cattle
(FC) systems have proliferated, with growing inclusion of distillery grains (DG) in their
diets. According to the high sulfur (S) concentrations in DG, and sulfates (SO.) on the
drinking water of the region, there could be an excessive dietary contribution of total S.
In recent years, productive-sanitary problems have been reported in FC in the region,
compatible with those due to excess of dietary S, and associated with the consumption
of DG and / or drinking water with high SO4 concentrations. Therefore, a descriptive
study was carried out in order to estimate the total S on the diets supplied to FC in this
region. During the summer and winter of 2017, drinking water from 68 different
perforations were collected to determine the SO4 concentration, and also DG samples
from two different industrial plants for the determination of total S (% DM) and a survey
was carried out in each establishment regarding the supply or not of GD. Mean SO,
concentrations in water were 184 + 160 and 90 + 78 mg / |, in the summer and winter
samples, respectively. The average content of S in DG was 0.665 + 0.07% (n = 12 lots)
and 0.687 £ 0.03% (n = 6 lots) for each of the industrial plants. The estimated averages
of total dietary S in summer were 0.34 + 0.02% and 0.23 + 0.02% for diets with and
without GD, respectively, while in winter they were 0.33 + 0.01% and 0.21 + 0.01% for
diets with and without GD, respectively.

Additionally, an experimental study was carried out to evaluate clinical, productive
and ruminal parameters, in steers subjected to different levels of dietary, similar to that
resulting from the inclusion of GD, according to antecedents of the region. In this
experiment, 12 crossbred Aberdeen Angus x Hereford steers, with initial weight of 268
+13 kg, were randomly assigned to two treatments (6 repetitions for each), consisting
of two levels of dietary S: BS (control, 0.19%) and AS (0.39%). Animals were disposed
individually receiving water and food ad libitum. The study lasted 38 days, and on days
0, 22 and 38 ruminal gas were sampled to quantify the concentration of hydrogen
sulfide (H2S), and ruminal fluid to determine the concentrations of total bacteria, sulfur-
reducing bacteria, protozoa, and ammoniacal nitrogen. Clinical examination was
performed on each animal fortnightly. Furthermore, daily consumption of MS, daily
weight gain and feed conversion were calculated. The ruminal and clinical parameters

were analyzed as measures repeated over time using mixed models. The productive
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parameters were analyzed by t tests. With the exception of the elevation of ruminal
H2S concentration, the excess of dietary S evaluated did not have clinical, productive
or ruminal effects. Consequently, it is unlikely that the dietary S levels estimated in
most of the FC of the region studied, are detrimental to animal health and performance.

Key words: sulfur, distillery grains, drinking water, rumen environment



INTRODUCCION

En los dltimos afios, la produccién argentina de carne bovina se ha intensificado
(Demarco, 2010). En la etapa de engorde, dicho proceso fue reflejado por la difusion
del sistema de engorde a corral (EC), de manera que alrededor del 26 al 30% del total
nacional de cabezas faenadas entre el 2008 y el 2016, provino de establecimientos
formalmente inscriptos como tal (SENASA 2016). La implementacion de este sistema
de engorde ha sido mas acentuada en la region central del pais (Rossanigo et al.,
2010), lo que se debid principalmente, al desplazamiento de los sistemas ganaderos
pastoriles por la agricultura (Demarco, 2010), y la disponibilidad de alimentos idoneos
para el EC.

El notable desarrollo regional de la agricultura, acompafiado por un incremento en
la industrializacién de las materias primas, ha generado una gama de alimentos
alternativos, que permiten mejorar la eficiencia y rentabilidad de los sistemas
ganaderos (Gallardo, 2014; Bagues, 2016). Entre aquellos alimentos, se destacan los
subproductos derivados de la industria del bioetanol, conocidos como granos de
destileria (GD). Su bajo costo relativo y elevado valor nutricional, sumados a la
cercania de las plantas elaboradoras de bioetanol, fundamentan su difundida y
creciente utilizacion; en las dietas de EC de la region central del pais. Sin embargo, a
pesar de sus excelentes cualidades nutricionales, uno de los potenciales
inconvenientes de los GD, seria su alto contenido de azufre (S) (Klopfenstein et al.,
2008). Esto ultimo, sumado a los antecedentes de altos contenidos de sulfatos (SO.)
en el agua subterranea de la regién central de Argentina (Bitesnik, 1968; Sager, 2000;
Fresina, 2001, Minatel et al., 2004; Postma et al., 2010; Blarasin, Cabrera, Matteoda,
Aguirre, Giuliano Albo et al.; 2014), y que ésta es la fuente exclusiva de agua de
bebida para los sistemas de EC, podria resultar en dietas con excesivo aporte de S
total. El exceso de S dietético en bovinos de EC, se ha identificado como perjudicial
para la productividad y salud animal, en paises pioneros en el uso de GD, y con
problematicas hidrogeoldgicas semejantes a las reportadas en dicha region nacional
(Gould et al., 2002, Crawford, 2007).

Aunqgue la informacién nacional y regional es escasa respecto del contenido de S
en las dietas de bovinos en EC, en el sudeste de la provincia de Cérdoba y el

sudoeste de la provincia de Santa Fe, se han comunicado probleméticas productivo-



sanitarias compatibles con las causadas por exceso de S dietético, y efectivamente
asociadas al consumo de GD y/o agua de bebida con altas concentraciones de SO,
(Margineda, C. 2016 com. pers.; Descarga, C. 2018, com. pers.; Castro et al., 2018).
Con este contexto regional, en el presente trabajo se realizd un estudio descriptivo,
cuyo objetivo fue caracterizar preliminarmente el contenido de S en GD, la
concentracion de SO4 en el agua de bebida, y el nivel estimado de S total, en las
dietas suministradas a bovinos en EC del sudeste de la provincia de Coérdoba y el
sudoeste de la provincia de Santa Fe. Complementariamente, se realiz6 un estudio
experimental, cuyo objetivo fue evaluar pardmetros clinicos, productivos y ruminales,

en bovinos de EC consumiendo una dieta con exceso de S.

1. Azufre dietético en bovinos: niveles requeridos y maximos sugeridos. Efectos

productivo-sanitarios de su exceso

El S es un mineral esencial para la vida y el 6ptimo desempefio de los bovinos,
dado que es un sustrato para la sintesis ruminal de aminoacidos azufrados y vitaminas
hidrosolubles (NRC 2000). Sus requerimientos se expresan en términos de S dietético
total, siendo del orden del 0.15 al 0.2% de la materia seca (MS) dietética,
considerando todas las formas quimicas aportadas por el alimento solido, como por el
agua de bebida (NRC 2005). La mayoria de las dietas satisfacen esta demanda, por lo
que exceptuando contextos nutricionales particulares, la deficiencia de S es
relativamente poco frecuente (NRC 2000).

Segun la bibliografia internacional, el exceso de S dietético es una condicién
relativamente frecuente. Los limites maximos de S sugeridos para consumo de
bovinos, solamente se han definido en base al riesgo de generar cuadros de
Polioencefalomalacia (PEM) nutricional, considerando el nivel de inclusién de forraje
dietético. En el caso de dietas con menos de 15% de forraje, como las utilizadas en el
periodo de terminacién en EC, el maximo sugerido es de 0.3% de S total, mientras que
para animales consumiendo mas del 40% de forraje, es de 0.5% (NRC 2005). De lo
anterior se desprende que en el caso de dietas de EC, los niveles de S presentan un

estrecho intervalo, entre el nivel requerido, y el potencialmente toxico.



Ademas de la asociacion entre exceso de S dietético y la predisposicion a cuadros
de PEM, se han reportado perjuicios subclinicos de variable magnitud sobre
parametros productivos, tales como la reduccién del consumo de materia seca (CMS),
la disminucion del aumento diario de peso (ADP) y el detrimento de la conversion
alimenticia (CA) (Zinn et al., 1999; Loneragan et al., 2001; Ritcher et al., 2011,
Drewnosky et al., 2014). Asi, mediante un meta-andlisis integrador de varios ensayos
con bovinos de EC, Drewnosky et al. (2014) reportaron que cada 0.1% de S dietético
inorganico que se adiciona por encima del 0.2% del S total, la reduccion del ADP
promediaba los 80 g/dia.

Como se menciond anteriormente, la estimacion del nivel de S de la dieta debe
contemplar la totalidad de la misma, es decir, el aportado por el alimento sélido y por el
agua de bebida (NRC 2005; Crawford, 2007). En esta Ultima, el S se encuentra
principalmente en forma de SO, (Gould, 2000). Se ha reportado que en muchas
regiones de Norteamérica, el aporte de SOs en el agua de bebida de origen
subterraneo; puede ser muy elevado, implicando perjuicios productivo-sanitarios en los
sistemas ganaderos (Gould, 1998; Gould et al., 2002; Crawford, 2007). En este
sentido, en un ensayo de EC con el suministro de agua de bebida con 125, 250, 500,
1000 y 2000 mg/l de SOa, resultantes en 0.18, 0.19, 0.22, 0.29 y 0.4% de S dietético
total respectivamente, Loneragan et al. (2001) reportaron que cada 100 mg/l de SO,
el ADP y la CA (ADP/CMS diarios) se redujeron en 30 g y 0.002 unidades
respectivamente. Estos autores concluyeron que niveles superiores a 0.22% de S
dietético total, redujeron el ADP y la eficiencia de CA, especialmente en la primera
mitad del ciclo de EC.

Si bien se ha observado que el nivel de S dietético inorganico es el que mejor
explica la reduccion subclinica del desempefio productivo (Drewnosky et al., 2014), las
fuentes organicas también deben ser consideradas (Gould, 1998). De esta manera, se
sugiere hacer referencia al nivel de S total, debido a su objetividad como herramienta
diagnostica, como a la positiva asociacion dosis-respuesta observada entre dicho

pardmetro y la incidencia de PEM (Gould, 2000).



2. Fisiopatologia de los perjuicios por exceso de azufre dietético

2. 1. Polioencefalomalacia nutricional

El exceso de S dietético es transformado en ion sulfuro (S%*) por bacterias sulfo-
reductoras ruminales (BSR), siendo el metabolito intermediario de la mayoria de los
efectos negativos asociados a dicha condicion (Gould, 1998). Dentro de este grupo de
bacterias se han descripto dos subgrupos metabolicamente diferentes: las BSR
asimilatorias que reducen compuestos azufrados a S para su posterior incorporacion
a la sintesis de aminoacidos, y las BSR desasimilatorias (BSRD), que generan S
como un desecho terminal de su respiracion anaerdbica (Barton y Fauque, 2009;
Bradley, 2011). En un ambiente ruminal acido como el frecuentemente encontrado en
los bovinos consumiendo dietas de EC, la mayor parte del S? se reduce a sulfuro de
hidrogeno (H2S), que rdpidamente se volatiliza hacia el estrato ruminal gaseoso
(Schoomaker y Beitz, 2012). El H,S gaseoso ruminal se encuentra normalmente en
concentraciones inferiores a 500 ppm (Gould, 1998), pero ante la ingesta de exceso de
S dietético, se produce en cantidades anormalmente elevadas. Si bien se desconoce
cudl es la principal via de absorcién del H.S, una parte del mismo podria ser absorbido
a través de las paredes ruminales (Niles et al., 2000), mientras que otra parte podria
ser eructada, inhalada y vehiculizada en sangre luego de atravesar la barrera hemato-
gaseosa pulmonar, evadiendo la detoxificaciéon hepatica (Dougherty y Cook, 1962;
Bray y Till, 1975; Kandylis, 1983). Bajo esta condicion, se ha comprobado que tanto el
H>S como sus derivados, son capaces de inducir injuria tisular sistémica (Troung et al.,
2006), sin embargo, los dafios mas notorios se producirian en el sistema nervioso
central (SNC) donde provoca la necrosis de neuronas cerebro-corticales, un cuadro
patolégico denominado PEM.

La PEM afecta principalmente a rumiantes joévenes, y en bovinos se asocia a
multiples causas, tales como deficiencia de tiamina, intoxicacion por plomo, exceso de
sodio dietético concomitante a privacion hidrica, y exceso de S dietético (Gould, 1998).
En el caso de PEM por exceso de S, el mecanismo que media esta muerte neuronal
no ha sido completamente dilucidado, pero se ha comprobado que el H.S es un
potente agente oxidativo e inhibidor de la respiraciéon celular (Bechaump et al., 1984;
Olkowski, 1997). Lo anterior, combinado a la extremada exigencia energética, riqueza

lipidica y reducida disponibilidad de antioxidantes del SNC, resultaria en que sea el



tejido principal y mas severamente afectado (Gilgun-Sherki et al.,, 2001; Magistretti,
2008).

El rol de la tiamina en la fisiopatologia de PEM por exceso de S, aln no ha sido
completamente dilucidado, dado que los estudios para evaluar la asociacién entre la
ocurrencia de dicha patologia y la deficiencia de tiamina, han obtenido resultados
contradictorios. No obstante, se ha observado que la suplementacion de tiamina en el
alimento, reduce la incidencia de casos clinicos de PEM en rumiantes consumiendo
exceso de S (Olkowski et al., 1992). Adicionalmente, los animales con PEM por
exceso de S, frecuentemente responden de manera positiva al tratamiento con
tiamina. Hasta el momento se cree que el beneficio del tratamiento con esta vitamina
es inespecifico, ya que también hay respuesta positiva en casos de PEM con otras
etiologias (Gooneratne et al., 1989; Crawford, 2007; Knighty et al., 2008; Enseley,
2011). Considerando que la tiamina requiere de una serie de procesos de fosforilacion
para adquirir su funcién biolégica, la controversia de resultados podria deberse a
diferencias en la forma quimica de la tiamina que se determind en los diferentes
estudios. En este sentido se ha observado una disminucion en la concentracion de
pirofosfato de tiamina, la forma activa de esta vitamina, en el tejido cerebral de
animales con PEM por exceso de S. Por lo tanto, se menciona que el exceso de S
dietético puede incrementar la demanda metabdlica de pirofosfato de tiamina, o reducir

la formacién de la misma (Olkowski et al., 1992; Amat et al., 2013).

2. 1. 1. Signos clinicos y lesiones

La severidad de las lesiones encontradas en los cuadros de PEM, tienen correlato
con la magnitud del exceso de S, de manera que se han descripto cursos clinicos
agudos y subagudos de PEM por esta causa. La forma subaguda de PEM se
desarrolla dentro de horas a dias, y se caracteriza principalmente por discapacidad
visual y ataxia (Gould, 2000). Los animales afectados se aislan del resto y suelen
presentar anorexia, ataxia, hipermetria, hiperestesia, temblores musculares,
movimientos involuntarios de las orejas, contracciones de los musculos faciales,
nistagmo, estrabismo y/o desvio de la cabeza. Los signos suelen progresar hacia una
ceguera cortical con disminucion del reflejo de amenaza, fronto-presién, opistétono,
estrabismo dorsomedial, miosis, disfagia y ptialismo. El cuadro subagudo de PEM

puede evolucionar hacia la recuperacion pero con secuelas neuroldgicas, ataxia,



disfuncion visual y reduccién del desempefio productivo, 0 en otros casos, puede
progresar hacia una forma mas grave, con decubito y convulsiones (Radostitis et al.,
2006; Cunha et al., 2008). En la mayoria de los casos, a pesar de la disminucién del
reflejo de la amenaza visual, el reflejo pupilar suele estar presente debido a que la
ceguera se origina por la lesion de la corteza occipital (Mendes et al., 2007). La forma
aguda de PEM se manifiesta con ceguera, decubito, episodios de convulsiones
ténicas, y con frecuencia, la muerte. Esta seria la forma mas grave de la enfermedad,
resultante del consumo de grandes cantidades de S y la generacion ruminal de
grandes cantidades de H,S (Gould, 2000). El pronéstico es desfavorable para los
animales que presentan la forma aguda o los signos mas graves de la subaguda
(Kandylis, 1983; Olkowski, 1997; Burgess, 2008). A pesar de que la lesién afecta
inicialmente la corteza cerebral causando ceguera y otros signos de origen cerebral,
se puede observar estrabismo y nistagmo debido a la compresion del tronco
encefélico, y opistétono por la compresion del cerebelo (Riet-Correa et al., 2007).

Histopatolégicamente, la PEM se caracteriza por necrosis de neuronas cerebro-
corticales. Inicialmente, las neuronas se encogen y tienen un citoplasma eosinofilico
homogéneo. Los nlcleos son picnéticos, descoloridos o ausentes. El neuropilo
asociado pierde el patron de marcacién dendritica normal y se vuelve homogéneo, y a
veces hipereosinofilico. En esta etapa, si el tejido cerebral es observado bajo
iluminacién ultravioleta de 366 nm, suele detectarse una autofluorescencia
corticocerebral. En etapas posteriores, el tejido cerebrocortical afectado suele
cavitarse, a medida que los macr6fagos se infiltran y eliminan el tejido necroético. La
cavitacion puede ser evidente, y la autofluorescencia no es detectada en esta etapa.
En los casos agudos de PEM, ademas de necrosis neuronal laminar, puede haber
espongiosis cortical laminar. La zona de cambio esponjoso se encuentra en las capas
profundas de la corteza cerebral, y puede extenderse una corta distancia hacia la
sustancia blanca subyacente. El patron de cambio esponjoso es indicativo de
tumefaccion astrocitica. En algunos casos, esto es suficiente para provocar una
presion intracraneal elevada, que se suele manifestar por herniacion cerebelar a través
del foramen magnum, con tumefaccién y hematomas parahipocampales, causados por
herniacién transtentorial caudal de los I6bulos occipitales (Gould, 2000). Otro patrén
patoldgico observado con la forma aguda de PEM, es la necrosis vascular multifocal,
hemorragias y necrosis parenquimatosa en materia gris profunda, incluyendo el cuerpo
estriado, el tAlamo y el mesencéfalo (Jeffrey et al., 1994; Low et al., 1996; Gould,
2000).



2. 1. 2. Concentracibn umbral de HyS respecto del riesgo de

Polioencefalomalacia

Si bien hay consenso sobre las concentraciones normales de H.S gaseoso ruminal
(inferiores a 500 ppm), no sucede lo mismo con la concentracion umbral para la
induccién de PEM. Se han reportado valores muy variables en animales con PEM, asi
como concentraciones muy elevadas H,S en animales sin signologia clinica de dicha
patologia (Drewnosky et al.,, 2014). Estos contrastes podrian deberse a que la
concentracion de H,S ruminal es afectada por multiples factores, tales como el lapso
pos-prandial en el que se realiza su medicién, el nivel de consumo de alimento, el nivel
de S dietético, la forma quimica del S suministrado, la composicion nutricional de la
dieta, el régimen de alimentacién, el grado de adaptacion ruminal a la dieta en
cuestion y una predisposicion individual de cada animal (Drewnosky et al., 2014).
Adicionalmente, podria existir una susceptibilidad metabdlica individual al H.S, dado
que, si bien las concentraciones ruminales de H:S y la incidencia de PEM se asocian
positivamente (Gould et al., 1997; Loneragan et al., 2005), el primer parametro no
explica completamente al segundo (Drewnosky et al., 2014). Por todo lo anteriormente
mencionado, en casos de brotes de PEM, la concentracion de H.S ruminal se debe
determinar sobre una muestra de animales cohabitantes a los enfermos, pero que no
manifiesten signologia clinica, dado que los animales afectados reducen su ingesta de
alimento, reduciéndose la concentracién de H.S ruminal (Gould, 2000). Aunque este
contexto dificulta la comparacién de los resultados de diferentes estudios, y el
establecimiento de una concentracion ruminal umbral de H.S para el desarrollo de
PEM, Gould (1998) sugiri6 que niveles superiores a 2000 ppm serian riesgosos de
inducirla. Este valor podria tomarse como referencia dado que supera ampliamente al
limite normal de 500 ppm, a la vez que la mayoria de las concentraciones medias de
H.S reportadas en brotes naturales de PEM, asi como en momentos previos al
desarrollo de PEM en condiciones experimentales, han superado dicho umbral (Gould,
2000; Cunha et al., 2008).



2. 1. 3. Factores que afectan la concentracién de H,S ruminal

Como se mencion6 en el apartado anterior, las concentraciones de H,S ruminal son
afectadas por multiples factores, aunque en algunos casos, aun no se han dilucidado
completamente. A continuacién se describen los factores mas importantes que

explican su variabilidad.

2.1. 3. 1. Adaptacion ruminal ala dieta con exceso de azufre

Es bien conocida la necesidad de un periodo de adaptacién ruminal de alrededor de
los 30 dias post-inicio de la ingesta del exceso de S, para que se evidencie la maxima
concentracion de H,S ruminal, frecuencia de PEM (Figura 1) y deterioro del
desemperio productivo (Loneragan et al., 2001; Ritcher et al., 2011; Drewnosky et al.,
2013). Luego de aquel lapso, dichos parametros tienden a estabilizarse (Loneragan et
al., 1997; Drewnosky et al., 2012), de manera que la mayoria de los animales se
adapta exitosamente al exceso de S, aunque el mecanismo de esta adaptacion es
incompletamente entendido (Gould, 1998). Al menos parcialmente, la explicacion
radicaria en cambios ruminales, que segun la mayoria de las hip6tesis, asentarian en
las poblaciones de BRSD. Si bien en condiciones normales, este tipo de bacterias
constituyen menos del 1% de la poblacional ruminal bacteriana (Callaway et al., 2010),
al disponer de exceso de S dietético pueden representar un peligro para la vida del
animal (Gould, 1998).



Figura 1. Evolucion de la frecuencia de ocurrencia de PEM y la concentracion de H,S
ruminal, en funcion de los dias post-ingreso al engorde a corral (reproducido de
Loneragan et al., 2005)
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2. 1. 3. 2. Momento de muestreo relativo a laingesta de alimento

El lapso post-prandial en el que se realiza la medicién de H.S ruminal, es un factor
con influencia relevante sobre su concentracion (Drewnosky et al., 2014). En este
sentido, se ha observado que con un régimen de alimentaciéon basado en un Unico
suministro diario, la maxima produccién de H,S se produciria entre las 3 y las 12 horas
post-suministro del alimento (Felix et al., 2011; Drewnoski et al., 2012). Por tal motivo,
se ha cuestionado la concentracion umbral de H.S ruminal inductora de PEM
propuesta por Gould et al. (1997), dado que estos autores fundamentaron su
afirmacion en base a mediciones que no fueron realizadas a en el mismo horario, y
muchas de ellas se realizaron pre-prandialmente, cuando las concentraciones de H»S
serian menores, y podrian corresponderse con concentraciones pos-prandiales

mayores (Drewnosky et al., 2014). De esta manera, varios estudios han reportado

concentration, ppm
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concentraciones de 4000 a 6000 ppm de H:S, 4 a 9 horas post-suministro del
alimento, pero sin evidencia de PEM (Neville et al., 2010; Felix et al., 2011; Morine et
al., 2012). Lamentablemente, algunos de estos estudios no han explicitado el horario o
lapso posprandial del muestreo, lo que reduce su utilidad para la comparacién de sus

resultados.

2. 1. 3. 3. Nivel de inclusion de forraje, nivel de fibra dietéticay pH ruminal

Se sabe que las dietas de terminacién en EC, que incluyen menos de 15% de
forraje, incrementan la produccién de H,S ruminal y el riesgo de PEM por exceso de S
(NRC, 2005; Ritcher et al., 2011). Este efecto podria estar mediado por la disminucion
del pH ruminal, contribuyendo a una mayor toxicidad del S dietético, al aumentar la
cantidad de S? que capta hidrogeniones y permanece como H.S (Schoomaker y Beitz,
2012). También hay evidencias de que la captacion de S por parte de las BRS, puede
ser favorecida por las altas concentraciones de hidrogeniones (Cypionka, 1989), de
manera que la captacion de S y la posterior produccion de H,S, aumentaria con el
menor pH ruminal. De acuerdo con lo anterior, Morine et al. (2014) observaron una
correlacion negativa entre el pH y la concentracién de H.S ruminal contemporaneos.
Dicha relaciéon se mantuvo hasta que el pH ruminal superé a 5.8, por encima del cual
el pH fue un mal predictor de las concentraciones de H,S. Como era de esperar, estos
autores también observaron que las concentraciones ruminales de H,S disminuyeron
linealmente a medida que se aumento la fibra detergente neutra (FDN) dietética. A
pesar de todo lo anterior, no esta claro si las variaciones en las concentraciones H.S
ruminal, son completa y directamente explicadas por variaciones del pH ruminal, o si
se debe a efectos del nivel de inclusion de granos y/o FDN dietéticos sobre la
microbiota ruminal.

En este contexto, el desarrollo de PEM podria deberse a exceso de S dietético, o
bien, por un posible déficit de tiamina consecuente a cuadros de acidosis ruminal. La
deficiencia de tiamina reportada en rumiantes consumiendo dietas basadas en
concentrados, podria deberse al reducido contenido de fibra de la dieta y la reduccion
del pH ruminal. Ambos factores provocarian el crecimiento de poblaciones bacterianas
productoras de tiaminasas, en detrimento de poblaciones bacterianas productoras de
tiamina, reduciéndose el aporte neto de dicha vitamina para el animal (Radostits et al.,

2006). Por lo anterior, el diagnéstico etioldgico de PEM por exceso de S, se basa en la
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determinacion de altos niveles de S dietético total (Gould, 2000; NRC, 2005; Radostits
et al., 2006), elevadas concentraciones medias de H»S ruminal en animales
cohabitantes a los enfermos (Gould, 2000), y la evidencia de un periodo de alrededor
de 15 a 30 dias entre el inicio del consumo de la dieta con exceso de S y la aparicion
de animales enfermos (Radostits et al., 2006). Algunos autores sugieren que en los
casos agudos de PEM por exceso de S en rumiantes, ademas de las lesiones en
corteza cerebral, se suelen encontrar lesiones en estructuras encefalicas mas
ventrales, tales como talamo y mesencéfalo (Gould, 2000). Este patrén de distribucién
de lesiones, podria ser mas sugestivo de PEM por exceso de S, que por déficit de
tiamina (Rosseaux et al., 1991; Jeffrey et al., 1994; Low et al., 1996).

2. 1. 3. 4. Disponibilidad ruminal del azufre dietético

La produccion de H.S en el rumen depende de la disponibilidad de S para su
reduccion por parte de las BRS. Sarturi et al. (2013) propusieron el concepto de S
ruminalmente disponible (SRD) cuando se considera el potencial S dietético que
puede ser transformado en H,S ruminal. De esta forma, las fuentes proteicas de S
deberian ser menos disponibles para su reduccion ruminal, porque al menos una parte
de la proteina de la dieta, es ruminalmente no degradable (proteina no degradable —
PND), lo cual restringe la interacciéon entre las BRS y el S presente en los aminoacidos
azufrados de dicha fraccion proteica. Por el contrario, las fuentes inorganicas de S,
como el SO, vy el acido sulftrico, son completamente disponibles para su reduccion
ruminal a H,S (Brasche et al., 2012). En este sentido, parte del S en los GD es
aportado por el &cido sulfarico utilizado durante la elaboracion de estos subproductos.
De esta forma, Nichols et al. (2012) estimaron que en GD humedos con solubles
(GDHS), el SRD fue de 0.56% (69% del 0.81% de S total, referido a MS), y del 1.08 %
(96% del 1.12 % del S total, referido a MS) para los solubles de destileria
condensados (SDC, fraccién soluble obtenida durante la elaboracién del bioetanol, que

generalmente se reincorpora a los GD).
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2. 1. 3. 5. Predisposicion individual de cada animal

Consistentemente, se ha observado una gran variabilidad en las concentraciones
de H2S ruminal entre animales consumiendo exceso de S, respecto de animales
consumiendo dietas control (Gould et al.1997; Cunha et al., 2008; Ritcher et al., 2011).
Si bien éste es un fendbmeno bien conocido, sus causas son desconocidas.
Considerando que las concentraciones de HS tienen correlato con la incidencia de
PEM (Loneragan et al., 2005; Drewnosky et al., 2014), esta particularidad podria
explicar, al menos parcialmente, la baja morbilidad de PEM por exceso de S dietético
(Vaness et al.,, 2009), que afectaria principalmente aquellos animales con mayor
capacidad de generacion ruminal de H,S (Drewnosky et al., 2014).

2. 2. Reduccién subclinica de la eficiencia productiva

Si bien la manifestacion clinica mas severa del exceso de S dietético es la PEM, su
morbilidad generalmente es baja, de manera que las mayores pérdidas econémicas
podrian producirse por sus efectos subclinicos (Drewnosky et al.,, 2014). El H.S
ruminal se ha propuesto como una de las posibles causas de estos efectos
subclinicos, dado que se han observado asociaciones significativas entre las altas
concentraciones de H;S, con la disminucion del CMS y el ADP (Uwituze et al., 2011,
Ritcher et al., 2011; Drewnosky et al., 2013). En este sentido, se ha hipotetizado que
las elevadas concentraciones de H.S en las vias respiratorias pueden ser irritantes y
producir incomodidad al animal, con la consecuente reduccion de la ingesta voluntaria
de alimento (Ritcher et al., 2011). En concordancia con lo anterior, se han reportado
episodios de taquipnea y distrés respiratorio en animales experimentalmente
sometidos a exceso de S dietético (Sager et al., 1990; Gould et al., 1997; Cunha et al.,
2008). Sin embargo, se desconoce si el exceso de S afecta la incidencia de
neumonias en condiciones de campo.

Por otra parte, también se ha propuesto que los efectos subclinicos podrian
resultar, al menos parcialmente, de la saturacion e interferencia de la funcién hepética
por parte del H.S y sus derivados, como asi también del dafo tisular sistémico
ocasionado por dichas sustancias (Beauchamp et al., 1984; Loneragan et al., 2001;

Troung et al., 2006). En este sentido, se ha comprobado que una vez disueltas en
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sangre, altas concentraciones de H.S son capaces de inhibir maltiples enzimas, tales
como la anhidrasa carblnica, dopa-oxidasa, catalasas, peroxidasas Yy
deshidrogenasas, comprometiendo el metabolismo oxidativo y la produccién de
adenosin trifosfato (Kung et al., 1998; Cunha et al., 2008).

Independientemente de las concentraciones de H,S, se ha comprobado que el S*
media la formacién de compuestos inasimilables con varios minerales en el tracto
digestivo, resultando en carencias secundarias de estos ultimos, y el consecuente
detrimento productivo. En este sentido, uno de los efectos negativos mejor conocidos,
es la interferencia con el metabolismo del Cobre (Suttle, 1991), aunque también hay
evidencias de antagonismo del Zinc (Pogge et al., 2014), Manganeso (Pogge et al.,
2014), Calcio (Spears et al., 1985), Magnesio (Beachaump et al., 1984; Spears et al.,
1985; Ritcher et al., 2011) y Selenio (lvancic y Weiss, 2001; Spears et al., 2011).

3. Ingredientes dietéticos potencialmente ricos en azufre suministrados en

engordes a corral del sudeste de Cérdoba y sudoeste de Santa Fe

3.1 Granos de destileria

Los GD son subproductos que se generan luego de la fermentacion controlada del
almidon de los granos, para la obtencion de bioetanol. En Argentina, el grano mas
comunmente usado, es el de maiz (Bagues, 2016). La posibilidad de sustituir parte del
combustible fosil por bioetanol representa una interesante oportunidad para disminuir
la utilizacion de recursos no renovables, generar valor agregado en los territorios
donde este grano se transforma, y mejorar el resultado econémico de las actividades
ganaderas que pueden utilizar este producto en la alimentacion animal (Latimori et al.,
2017).

Durante el proceso industrial se extrae el almidén del maiz, obteniéndose dos
subproductos utilizados en la alimentacion bovina: los GD propiamente dichos, que
son la fraccion sélida compuesta por las partes no fermentadas del grano, y la fraccion

liquida, denominada SDC, compuesta por azucares, proteinas solubles, levaduras y la
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mayor parte del aceite del grano. Estos subproductos se pueden comercializar juntos o
separados, asi como himedos o secos. De acuerdo al procesamiento utilizado se
pueden obtener diferentes subproductos (adaptado de Arroquy et al., 2014):

- GDH: compuestos por partes de grano no fermentado, con un 60% de MS,
aproximadamente.

- GDS (Granos de destileria secos): compuestos por partes de grano no
fermentado, sometidos a un proceso de secado, con un contenido medio de
aproximadamente 87% de MS.

- SDC: resultantes de la condensacion de la fraccién liquida de la fermentacion; con
un contenido de 25 al 45% de MS.

- GDHS o burlanda hiumeda: compuestos por GDH y SDC. Poseen alrededor del
35% de MS, lo cual constituye una desventaja dado que dificulta su conservacion,
encarece los costos de transporte, y puede restringir el CMS. Aun asi, es la variante
mas comunmente comercializada en Argentina (Bagues, 2016).

- GDS con solubles (GDSS) o burlanda seca: compuesto por GDH y SDC
sometidos a un proceso de secado, aumentando su contenido de MS hasta alrededor
del 90%. Es la segunda alternativa mas comunmente comercializada en nuestro pais,
dado que el secado, generalmente incrementa de manera desproporcionada su costo
respecto de los GDHS (Bagues, 2016).

Nutricionalmente, la burlanda de maiz posee una concentracibn de energia
metabolizable similar o superior a la del grano que la origina (3 a 3.3 Mcal EM/kg MS)
y, a excepcién del almidén, una concentraciébn de nutrientes aproximadamente tres
veces superior a la del maiz entero. Por consiguiente, su contenido de extracto etéreo
(EE) es del 9 al 12 %, el de FDN del 27 al 30%, y el de proteina bruta (PB), del 25 al
33%, cuya fraccibn ruminalmente no degradable es de alrededor del 50%
(Klopfenstein et al., 2008; Kononoff, 2010; Arroquy et al., 2014). En consecuencia, este
subproducto se utiliza como fuente proteica o proteico-energética, en niveles de
inclusion del 15 al 45% de la dieta (base seca) (Di Lorenzo y Russi, 2012). Debido a
que el costo de los GDHS es relativamente inferior al de otros concentrados proteicos,
he incluso al del maiz, se ha tendido a incrementar su inclusion hasta el nivel maximo
mencionado (Bragachini et al., 2014). Dicho limite maximo sugerido se establece en
base al riesgo de deterioro del desempefo productivo, y la predisposicion a cuadros
de PEM por exceso de S (Loza et al., 2010; Di Lorenzo y Russi, 2012).

El contenido de S en los GD se origina en el alto contenido de aminoacidos

azufrados del maiz y de los residuos de &cido sulfarico utilizado durante su
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elaboracion y el lavado de las instalaciones (Crawford, 2007). La informacién nacional
al respecto es muy escasa, de manera gque solamente se dispone de la descripcién del
contenido de S en GD elaborados por una sola planta industrial (Tabla 1),
abastecedora de la region central de la provincia de Cérdoba. Dicho trabajo, report6 un
contenido promedio de S ligeramente inferior a los reportados por la bibliografia
internacional, pero con una variabilidad muy superior entre lotes del subproducto
(Tabla 1). En este contexto, si bien el aumento de las tasas de inclusion de los GD
disminuye los costos de las dietas de EC, también puede aumentar el riesgo de
toxicidad por S, debido a la variacion de las concentraciones de S en estos
subproductos (Drewnosky et al., 2014).

Tabla 1. Contenido de azufre (% MS) en granos de destileria producidos por diferentes
plantas industriales de Argentina y Estados Unidos de América (USA)

Autores Pais Promedio DE CV (%) | Min. | Max.
Brunetti et al., 2015 Argentina 0.65 0.25 38.5 0.37 1.13
Buckner et al., 2011 USA 0.71 -—-- 7.13 -—-- -—--
Buckner et al., 2011 USA 0.74 ---- 3.98 ---- ----
Buckner et al., 2011 USA 0.76 5.18
Buckner et al., 2011 USA 0.82 451
Buckner et al., 2011 USA 0.76 3.99
Buckner et al., 2011 USA 0.84 ---- 3.91 ---- ----
Buckner et al., 2008 USA 0.74 24.55 0.44 | 1.72
Buckner et al., 2008 USA 0.73 6.6 0.58 | 0.84
Buckner et al., 2008 USA 0.76 6 0.6 0.93
Buckner et al., 2008 USA 0.88 8.2 0.61 1.26
Buckner et al., 2008 USA 0.79 4.6 0.69 | 0.93
Buckner et al., 2008 USA 0.86 5.25 0.73 1.04

Batal et al., 2003 USA 0.84 0.21 25 0.45 1.1

DE: desvio estandar de la media.
CV: coeficiente de variacion.

En un estudio norteamericano, se observd que incrementando el % de S dietético
mediante la inclusién de niveles crecientes de GD, la incidencia de casos clinicos de
PEM fue del 0.14, 0.35 y 6.06%, para niveles de S total menores a 0.47, de 0.47 a
0.56 y mayores a 0.56%, respectivamente. Dichas concentraciones de S se obtuvieron
mediante la inclusién de niveles crecientes de GD a dietas de estandar de EC, con al
menos 6 a 7.5% de forraje, agua de bebida con minimos aportes de SO., y con la
suplementacion de 75 a 150 mg/animal de tiamina en el alimento. Estos autores
concluyeron que a fin de minimizar la incidencia de PEM con este tipo de dietas, se

podria incluir hasta el 50% de GD, correspondientes a niveles de S dietético total de
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hasta 0.46% (Vaness et al., 2009). En concordancia, Nichols et al. (2012) propusieron
que se podrian suministrar dietas de terminacién a corral hasta con 0.46% de S total,
provenientes de la inclusion de hasta 47% de GD y suministrando agua de bebida con
escaso aporte de SOg, sin incrementos en la incidencia de PEM.

Esta reducida incidencia de PEM observada con elevadas concentraciones de S
provenientes principalmente de GD, podria deberse a que una parte del S presente en
los mismos, es aportado por PND y por lo que no es ruminalmente disponible para la
produccion de H.S, el potencial mediador de los perjuicios (Nichols et al., 2012;
Drewnosky et al., 2014). Por otra parte, estos subproductos conservan grandes
cantidades de somas de levaduras, agregadas durante su elaboracion para la
fermentacion del almidon del grano (Shurson, 2018). Por lo anterior, se ha mencionado
que los GD contienen importantes cantidades de vitaminas hidrosolubles del complejo
B (Bagues, 2016), entre las cuales podria encontrarse la tiamina. Considerando que la
suplementacién de dicha vitamina atenua el riesgo de ocurrencia de cuadros clinicos
de PEM, es posible que esta cualidad de los GD, contribuya a reducir la incidencia de
dicha patologia, a pesar del exceso de S que ellos aportan.

Con respecto al desempefio productivo, se ha mencionado que el alto contenido de
S en los GD, podria ser uno de los posibles contribuyentes a la reduccién del CMS y
ADP, cuando se los incluye en niveles superiores al 30 a 40 % de la dieta
(Klopfenstein et al., 2008).

3. 2. Agua de bebida

En términos generales, los parametros de calidad de agua de bebida mas
importantes para los bovinos, son sales totales (ST) y SO, (Sager, 2000). En el caso
de bovinos en EC, los limites maximos sugeridos de ST y SO., son de 2000 y 500
mg/l, respectivamente (Sager, 2008). Lamentablemente, no se dispone de informacion
acerca del limite maximo recomendable de SO4 en el agua de bebida, para bovinos
consumiendo GD.

La extremada exigencia del EC en cuanto a calidad de agua, se debe
principalmente a que el volumen de agua de bebida requerido por kg de MS
consumida, se incrementa paralelamente al aumento del porcentaje de MS de la dieta

(Sager, 2000, Giménez, 2011, Aello y Di Marco, 2013). Fundamentos adicionales de



17

esta mayor exigencia, son el predominio de categorias de animales jovenes, con
mayor requerimiento de agua respecto de los adultos, y mas sensibles a los efectos
perjudiciales de la restriccibn o deficiente calidad hidrica (Loneragan et al., 2001,
Giménez, 2011). También vale aclarar que la mayoria de los bovinos que ingresan a
EC, provienen de sitios geograficamente remotos, por lo que si la calidad del agua es
inferior a la de su lugar de origen, implica un periodo de acostumbramiento a la misma,
incrementandose el riesgo de diversos grados de deshidratacion durante la etapa mas
critica del encierre, con el consecuente incremento del riesgo de patologias (Lopez A.,
2012) y/o detrimento del desempefio productivo inicial.

La superacién de los mencionados valores de referencia, para los parametros
hidricos en cuestién, puede implicar perjuicios productivos proporcionales a la
magnitud de su exceso, tales como reduccion del CMS (Sager, 2008), disminucién del
ADP y aumento de la CA (NRC, 2005). Ademas, puede incrementarse la morbi-
mortalidad por diversas causas, tales como PEM, trastornos digestivos (Radostitis et
al., 2006), carencias minerales secundarias (Gooneratne et al.,, 1989; Sager, 2000;
Sager, 2006) y/o intoxicaciones hidricas inespecificas (Cantén et al., 2006).

La fuente de agua de bebida de los sistemas de EC, es generalmente subterranea,
siendo el acuifero libre el mas comunmente utilizado (Blarasin, Cabrera, Matteoda,
Aguirre, Frontera et al., 2014). El quimismo del agua subterrdnea resulta de las
caracteristicas regionales atmosféricas, geoldgicas, climaticas, bibticas (naturales
como artificiales) y complejas interacciones entre ellas, cuyo accionar se resume en
tres consecutivos ambitos: el atmosférico, el no saturado y el saturado. El primero
define la composicion del agua precipitada, principal fuente de los acuiferos. El ambito
0 zonha no saturada, incluye los procesos que sufre el agua desde su contacto con el
suelo hasta su infiltracion hacia el nivel freatico, resaltando entre ellos, al proceso de
evapotranspiracion, por el cual los solutos siempre estaran mas concentrados respecto
del agua precipitada. Finalmente, el ambito saturado se produce por intercambios
entre el agua y el material que delimita u hospeda al propio acuifero (Iriondo, 2012).

De todo lo anterior, surgen las variaciones temporo-espaciales observadas en la
calidad del agua. Es bien conocido que en los ultimos afios, con la intensificacién de
las actividades antrépicas y variaciones climéticas, se han producido cambios en los
mencionados factores determinantes de la composicién hidrica subterrdnea (Iriondo,
2012). Estos cambios podrian tener distintos impactos sobre la concentracién de

solutos en el agua, y por ende, en su calidad.
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3. 2. 1. Antecedentes regionales sobre la calidad del agua subterranea

En la region a estudiar, la informacién sobre la calidad del agua de origen
subterrdneo para consumo bovino, es escasa y/o desactualizada, e invariablemente
imprecisa, al no provenir puntualmente de los establecimientos ganaderos, sino de

perforaciones exploratorias o abastecedoras de centros urbanos (Iriondo, 2012).

3. 2. 1. 1. Sudeste de la provincia de Cérdoba

En esta area se incluyen los departamentos Presidente Roque Saenz Pefia, Marcos
Juarez, General San Martin, Juarez Celman y Union (Figura 2). Esta region pertenece
a la llanura pampeana, pero el acuifero de la misma se alimenta principalmente de la
region serrana central de la provincia de Cordoba. Las sierras actian como focos
captadores, e infiltradores de agua de lluvia hacia los depoésitos subterraneos. Por
efecto de la pendiente, el agua del acuifero desciende hacia las regiones peri-serranas
y llanuras. A medida que el agua avanza en este sentido, su quimismo se modifica en
funcién de la composiciéon del material que hospeda al acuifero. En términos
generales, la concentracién de solutos se incrementa con la magnitud de la trayectoria
entre las sierras, y la regiéon que se estudie. Por lo tanto, en el caso puntual del
sudeste de la provincia de Codrdoba, la concentracion de solutos en el agua
subterrdnea se incrementa, desde la region serrana central, en sentido noroeste-

sudeste (Blarasin, Cabrera, Matteoda, Aguirre, Frontera et al.; 2014).
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Figura 2. Departamentos del sudeste de la provincia de Cordoba
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Otra importante fuente de agua para los acuiferos de la llanura, es la precipitada
directamente sobre ella, infiltrdndose a través de los perfiles del suelo. En el caso del
sudeste de Coérdoba, esta fuente puede llegar a representar hasta el 20% de la
recarga anual del acuifero (Cabrera, 2009; Blarasin, Cabrera, Matteoda, Aguirre,
Frontera et al.; 2014).

En un meta-andlisis hidrogeolégico, se describi6 que gran parte de la region
cordobesa en estudio, presenta elevadas concentraciones de SO4 en el agua del
acuifero libre (Figura 3, Blarasin, Cabrera, Matteoda, Aguirre, Giuliano Albo et al.,

2014). En concordancia con lo anterior, Bitesnik (1968) catalog6 el agua subterranea
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del departamento Marcos Juarez y regiones aledafas del sudeste de Coérdoba y
sudoeste de Santa Fe, como hipersulfatada, con un rango de 39 a 2564 mg/l de SOsu,
con un promedio de 400 a 700 mg/l. Adicionalmente, Fresina (2001) organizé y analiz6
datos recabados por el Instituto Nacional de Geologia y Mineria, en 1968 y 1969,
sobre la hidroquimica subterrdnea de la cuenca del rio Carcarafia. Dicha autora,
también caracteriz6 como hipersulfatada al agua subterrdnea del norte del
departamento Marcos Juarez, con un promedio de 1184 mg/l, una mediana de 400, un
minimo de 91 y un maximo de 7250 mg/l de SO..

Figura 3. Distribucion de sulfatos en el agua del acuifero libre del sur de la provincia de
Cérdoba (reproducido de Blarasin, Cabrera, Matteoda, Aguirre, Giuliano Albo et al.,
2014)
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3. 2. 1. 2. Sudoeste de la provincia de Santa Fe

En esta area se incluyen los departamentos Belgrano, Iriondo, Caseros, San

Lorenzo y General Lépez (Figura 4).

Figura 4. Departamentos del sudoeste de la provincia de Santa Fe
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La informacién respecto de las caracteristicas quimicas del agua subterrdnea es
relativamente escasa en esta regién (Iriondo, 2012), especialmente sobre el contenido
de SO,4. La mayor parte de la misma no proviene de perforaciones de estudio, sino de
fuentes indirectas, principalmente de los datos parciales que surgen de las
perforaciones realizadas para provision de agua potable a pueblos y ciudades de la
provincia (Iriondo, 2012). Los estudios méas detallados fueron realizados por Bitesnik
en 1968 sobre la regién occidental de los departamentos Caseros, Belgrano y San
Martin, donde el agua subterranea se caracteriz6 como hipersulfatada. Como se
menciond en el anterior apartado, Fresina (2001) analizé datos de la composicion
guimica del agua subterranea de la cuenca del rio Carcarafd, originados en los afios
1968 y 1969. Dicha autora caracterizd6 como sulfatada al agua subterranea de la gran
parte de dicha cuenca, con una mediana de 168 mg/l de SO4, un promedio de 398, un
méaximo de 7250, y un minimo de 4 mg/l de SO, para la cuenca completa (Tabla 2

muestra valores descriptivos por subregiones).

Tabla 2. Estadisticas descriptivas de las concentraciones de sulfatos (mg/l), reportadas
en agua subterranea del sur de la provincia de Santa Fe

Region Autor/es Afio | Promedio | Mediana | Min. | Max.
Occidente dptos. Caseros, . .
Belgrano y San Martin Bitesnik 1968 | 400a 700 | ------- 39 | 2564
Occidente de dpto. Belgrano Fresina 1969 726 274 57 | 4477
Cafiada ‘fﬁoigg“)ez ©pto- | pgrezetal. | 2000| 443 420 | 67 |1170
Sccidente de deptos. Fresina |1969| 635 520 9 | 2330
aseros y Gral. Lopez
Dptos Caseros, Iriondo, San
Lorenzo, Constitucion y Fresina 1969 193 125 4 | 2799
Rosario

Descripciones méas generales, pero también mas recientes, enuncian que esta
region santafesina puede subdividirse hidrogeolégicamente en tres subzonas:
occidental, médanos fijos y acuifero pampeano (Figura 5). La descripcién de la primera
concuerda con las anteriores, catalogando las aguas subterraneas como limitantes, de
mala calidad y/o de escaso caudal. La segunda corresponde al sur del departamento

General Lépez, caracterizada por suelos arenosos y permeables que permiten la
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formacion de lentes de agua dulce de escaso volumen, rodeados y subyacidos por
aguas salobres a saladas, de manera que su fragil equilibrio hace necesario programar
una explotaciéon coordinada con la recarga, para evitar la salinizacion del agua dulce.
La tercera zona, solamente se la ha descripto en términos generales respecto del
contenido hidrico de ST, como aguas de buena calidad, de salinidad creciente en
sentido este-oeste, en rangos de 700 a 2.500 mg/l del mencionado parametro (Auge,
2004).

Figura 4. Subregiones hidrogeolégicas del sur de la provincia de Santa Fe
(reproducido de Auge 2004)

~ ey @ NS il SR
ARl — R // g { el I papm———; ) / o
P i === 22 Iféfllé 2 2 L / }']
o .| N~ N i . i .
RUdaE RS B ' /// /
il /{.5‘. &
ey 5 I
\\\ %/ Islas
° ! . Albardsn
: A,
IR y Saladillos
5 b 6\\\0 ¥ g
o G Transicién al Puelche
] \0 J I
A Acuifero Puelche
C,%R{S‘T A, » Acuifero Pampeano
i Cufa Boscosa
J Médanos Fijos
304 Occidental
o1 Rio Salado
ULAYE i . xi m Bajos Submeridionales
g S Wi, - =~ |

50 100 150 km




24

4. Contexto y marco tedrico general de la tesis. Hip6tesis y objetivos

En la regién sudeste de Cérdoba y sudoeste de Santa Fe, la informacion acerca del
contenido de SO, en el agua de bebida, y de S en GD para consumo de bovinos, es
escasa, desactualizada e/o imprecisa. También es escasa la informacién acerca de la
respuesta animal, a los posibles niveles de S resultantes de la inclusion de dichos
ingredientes, en las dietas de EC en Argentina. Adicionalmente, en la region sudeste
de Cordoba y sudoeste de Santa Fe, se han comunicado probleméticas productivo-
sanitarios en bovinos de EC, compatibles con las causadas por exceso de S dietético.
Tales problemas, incluyeron brotes de PEM y evidencias de deficiente desempefio
productivo, efectivamente asociados al consumo de GD y/o agua de bebida con altas
concentraciones de SO4 (Margineda, C., com. pers., 2016; Descarga, C., com. pers.,
2018; Castro et al., 2018). También se han manifestado brotes de enfermedades
neuroldgicas compatibles con PEM, asociados al consumo de GD, pero carentes de
diagnéstico definitivo (Morlacco, B., com. pers., 2016). Por otra parte, en algunos
establecimientos de EC, se decidié no incluir GD en la dieta, debido al exceso de SO4
en el agua de bebida, y en otros casos se requiri6 cambiar las perforaciones de
suministro de agua, debido al inconveniente antes mencionado (Margineda, com.,
pers. 2016). Ante estas situaciones, el nivel de S dietético total es una herramienta
diagnéstica importante, debido a su positiva asociacion dosis-respuesta con la
incidencia de PEM (Gould, 2000), como también a que los requerimientos y limites
maximos de S sugeridos para bovinos, estan enunciados en este término (NRC 2005).

En este contexto, se desarroll6 un estudio descriptivo, con el objetivo de
caracterizar preliminarmente el contenido de S en GD, la concentracion de SOs en el
agua de bebida, y del nivel estimado de S dietético total, suministrados a bovinos de
EC en el sudeste de la provincia de Cérdoba y sudoeste de la provincia de Santa Fe
(Argentina).

Complementariamente se desarrollé6 un estudio experimental bajo las hipotesis de
gue un exceso de S dietético similar al que podria resultar de la inclusion de GD y
agua de bebida con aportes de S promedio para la mencionada region del pais,
incrementa el riesgo de PEM y limita el desempefio productivo en bovinos de EC.

En este sentido, el objetivo general del ensayo fue evaluar preliminarmente
parametros clinicos, productivos y ruminales, en bovinos de EC sometidos a un

exceso de S dietético, similar al resultante de la inclusion de GD y agua de bebida con
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aportes de S promedio, segun los antecedentes de la region geografica estudiada. En
consecuencia, los objetivos especificos fueron:

# Cuantificar la concentracibn de H,S ruminal, y evaluar pardmetros clinicos
(neurolégicos y respiratorios), en bovinos de EC sometidos a dicho exceso de S
dietético.

# Evaluar el desempefio productivo de bovinos en EC, sometidos al mencionado
exceso de S dietético.

# Evaluar el ambiente ruminal, cuantificar la concentracion de BRSD, y evaluar la
asociacion de la concentracion de dichas bacterias con las de H.S ruminal, en bovinos

de EC bajo exceso de S dietético.
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MATERIALES Y METODOS

1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

1. 1. Agua de bebida

En el verano y el invierno del afio 2017, se recolectaron muestras de agua de
bebida de un bebedero abastecido por cada una de las 68 perforaciones utilizadas por
50 establecimientos de EC de bovinos, ubicados en el sudeste de la provincia de
Cérdoba (departamentos Presidente Roque Saenz Pefia, Marcos Juarez, General San
Martin, Juarez Celman y Union) y el sudoeste de la provincia de Santa Fe
(departamentos Belgrano, Iriondo, Caseros, San Lorenzo y General Lépez). Las
muestras se recolectaron en recipientes de plastico, previamente enjuagados con la
misma agua a muestrear, y se conservaron congeladas a -20°C hasta su
procesamiento. Se realizaron las determinaciones de ST por gravimetria y de SO,
mediante turbidimetria (Fernandez y Brambilla 2017).

Dado que la concentracibn maxima sugerida de SO. en el agua de bebida para
bovinos en EC, es de 500 (Radostitis et al., 2006; Sager, 2008) a 600 mg/l (NRC,
2005), en el presente trabajo las perforaciones muestreadas se clasificaron como de
contenido bajo, medio o alto de SO., segln sus correspondientes muestras de agua

presentaran concentraciones <250, entre 250 y 500, o >500 mg/l, respectivamente.

1. 2. Azufre total en granos de destileria

Se recolectaron muestras de GDHS producidos por las dos principales plantas
industriales abastecedoras de la region en estudio. El muestreo se realizé sobre lotes
de dicho subproducto, arribados a un establecimiento de EC de bovinos, ubicado en el
sudeste de la provincia de Santa Fe (departamento Iriondo) durante los meses de
agosto, septiembre y noviembre del afio 2017, y desde enero a junio del afio 2018. Las

muestras se llevaron a estufa a 100°C durante 24 hs, para la obtencién de la MS,
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sobre la cual se determind el porcentaje de S total mediante el método Dumas
(LECO®).

1. 3. Nivel de azufre dietético total

Contemporaneamente a la visita de cada establecimiento para el muestreo de
agua, se consultd al personal actuante si se suministraban o no GD. De esta forma, la
estimacion del nivel de S dietético total se realizé sumando el % aportado por el
alimento sélido y el aportado por el agua de bebida. La estimacion del primero se
realizé considerando el aporte de S de dietas estandar de EC con o sin GD, y un
contenido de S en GD equivalente al promedio a determinarse en el presente estudio
descriptivo (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion (base seca) de las dietas estandar de engorde a corral,
utilizadas para estimar el % de azufre (S) aportado por el alimento sélido

. S . . .
Ingrediente (%MS) Dieta sin GD Dieta con GD
Heno alfalfa 10.26 10% 10%
Maiz 10.11 72% 57%
Har'n_a de 10.42 15% | e
soja
GD 2 G I — 3 30%
Nucleo 11 3% 3%
10% x 0.26% = 0.026% 10% x 0.26% = 0.026%
caleulo 72% x 0.1% = 0.072% 57% x 0.1% = 0.057%
15% x 0.42% = 0.063% 30% x X% =X%
3% x 1% = 0.03% 3% x 1% = 0.03%
3 =
% S a}l!mento 0.20 X
sélido

1 promedios reportados por la bibliografia (NRC, 2001; Aello y Dimarco, 2013)
2 9% promedio de S en GD a determinarse en el presente estudio descriptivo

% nivel de inclusion promedio de GD

GD: granos de destileria
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El % de S aportado por el agua de bebida se estimd para cada una de las
perforaciones muestreadas, considerando la concentracion de SO, observada en su
correspondiente muestra de agua, y el consumo estimado diario de agua de bebida

(CEDA) por parte de los animales, mediante el siguiente céalculo:

CEDA X [SO,4]* x 0.33*
10

% S en agua =

Donde:

CEDA : litros / kg diario de MS consumida
*Concentracion de SO, expresada en g/l
#SQ4 aporta 33% de S

El CEDA se estim6 en 4.04 y 3.31 litros/kg diario de MS consumida, en verano e
invierno respectivamente. Estas estimaciones se obtuvieron mediante la siguiente
formula (adaptada de NRC, 2000):

—18.67 + (0.39 X Tmax) + (2.43 X CMS) — (3.87 X P) — (4.44 X NaCl)
cMS

CEDA (1/kgMS) =

Donde:

Tmax: temperatura maxima diaria (F°). Se asumieron los valores de 86.9 F° (30.5
C°) y 70.3 F° (21.3 C°) para la estimacion estival e invernal respectivamente. Dichos
valores corresponden a los promedios de las temperaturas maximas diarias para los
meses de febrero y setiembre (Estacién meteorolégica INTA Marcos Juérez).

CMS: consumo diario de materia seca (Kg). Se asumié un CMS diario de 9 kg.

P: precipitaciones (ml/dia). Se asumié un valor de 0, dado que no se registraron
lluvias en las semanas de muestreo.

NacCl: cloruro de sodio dietético (%MS). Se consider6 un aporte constante de 0.25%

(base seca).
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2. ESTUDIO EXPERIMENTAL

2. 1. Material experimental y tratamientos aplicados

El ensayo se llevo a cabo durante los meses de junio y julio del afio 2017, en la
Reserva Ganadera N° 7 de la EEA INTA Balcarce (37°47'37"S 58°16'28"0), provincia
de Buenos Aires. Los procedimientos realizados fueron evaluados y avalados por el
Comité Institucional para el cuidado y uso de animales de experimentacion (CICUAE)
del Centro Regional Buenos Aires Sur de INTA (protocolo 098/2016).

Se utilizaron 12 terneros machos castrados cruza Aberdeen Angus x Hereford, con
peso inicial promedio de 268 + 13 kg, a cada uno de los cuales se les asigné
aleatoriamente uno de los dos tratamientos propuestos, resultando en 6 repeticiones
para cada uno. Dichos tratamientos consistieron en dos niveles de S dietético total:
bajo S (BS) con 0.19% S (dieta control, nivel de S similar al requerido por la especie
bovina segin NRC 2005) y alto S (AS) con 0.39%.

Los niveles de S dietético total evaluados, resultan de la comparacion de dos dietas
estandar de EC, diferentes en su composicion, pero iso-energéticas e iso-proteicas. El
nivel de S de la dieta AS, se defini6 en base a la diferencia estimada de
aproximadamente el 0.2 % de S, entre una dieta sin GD, y con un consumo de 4 litros
de agua de bebida de buena calidad (40 mg SOJ/l) por kg de MS consumida (Aello y Di
Marco, 2013), respecto de otra dieta con 30 % de GD (con un aporte promedio de S
segun el Unico reporte nacional, realizado por Brunetti et al.,, 2015), y consumiendo
agua de bebida con 500 mg/l de SO4, valor maximo sugerido para bovinos de EC
(Sager, 2000) y cercano a los valores medios reportados en la region sudeste de
Cérdoba y sudoeste de Santa Fe (Bitesnik, 1976; Fresina, 2001). Los valores de los
restantes ingredientes hipotéticos se fijaron en base a promedios reportados en la
bibliografia (NRC, 2001; Aello y Di Marco, 2013).

Con respecto a las dietas experimentales, se determin6 el porcentaje de S total (%
de MS) en cada uno de sus ingredientes, y la concentracién de SO, en el agua de
bebida. En consecuencia, el nivel de S definitivo de la dieta BS result6 del aporte de S
de cada uno de sus ingredientes, y de sus participaciones porcentuales en base a MS.
La dieta AS fue aproximadamente la misma que la BS, excepto por la inclusion de
0.86% de SO.Na: (sulfato de sodio - Biopack ®, Argentina), equivalente al 0.2% de S

de la diferencia antes mencionada. Las dietas fueron iso-energéticas e iso-proteicas.
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Los calculos y detalles de las dietas hipotéticas y experimentales se especifican en

las siguientes tablas (Tablas 4 a 7).

Tabla 4. Dietas estandar de engorde a corral, utilizados para seleccionar los niveles de
azufre (S) de las dietas BS (bajo azufre) y AS (alto azufre) aplicadas en el estudio

experimental

Mcal .

. S Dietacon GDy
Ingrediente (%oMS o g/l) Ek/l/é(g %PB Dieta sin GD agua problema
Heno alfalfa 10.26 2.2 15 10% 10%

Maiz 10.10 3.2 9 72% 57%
Ha;'gjaa de | 1942 3.2 47 15% | e
GD 20.65 3.2 28 | - 30%
Nucleo 11 3% 3%
30.013 g/l
(40 mg/l%e (* 4L x0.013)/
SO0.) _ 10 0
Agua de = 0.0053%
bebida | 54 165 g (“41Lx0.165)/
(500 mg/tde | | 10
SO0.) = 0.066%
% S Total 0.19 0.38
McaLA%M/kg 3 3
%PB 15 15

! Promedios reportados por la bibliografia (NRC, 2000; Aello y Di Marco, 2013)
2 Concentracion promedio de S en GD segun el Unico reporte nacional® El SO4 en el
agua se encuentra en forma ionizada, por lo cual, se considera que aporta 33% de S

(Gould, 2000).

4 Se asume un consumo de 4 litros de agua de bebida por kg de MS consumida (Aello
y Di Marco, 2013).

Mcal EM: megacalorias de energia metabolizable

PB: proteina bruta



Tabla 5. Analisis nutricional de los ingredientes de las dietas experimentales
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atricional |  Metodologia | waiz | (BT STREAS | Nucteo | 4TS
¥MS haEtnaepset:];acaogsst;cl:wte 90 89 32.5 T T
%DMS Van Soest, 1994 86.3 66.7 76
Meal Fkg DMS x 3.6 3.1 2.4 2.74
%PB Fomesk g ier 8.7 34.7 7.3
%FDN Komareck et al., 1993 13.3 32.3 34.2 ---- -—--
%FDA Komareck et al., 1993 3.5 23 19.2 - ----
%S Dumas (LECO®) 0.11 0.4 0.11 0.96 ----
SO4(mgll) Turbidimetria ——— —- S - 40

MS: materia seca
DMS: digestibilidad de la materia seca
Mcal EM: megacalorias de energia metabolizable
PB: proteina bruta

FDN: fibra detergente neutra
FDA: fibra insoluble en detergente acido

S: azufre
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Tabla 6. Composicién de las dietas experimentales BS (bajo azufre) y AS (alto azufre)
(% de MS)

BS AS

% Maiz quebrado 67 66.5

% Expeller de girasol 20 19.64
% Silaje de maiz 10 10
%Urea 0.5 0.5
%Nucleo 2.5 2.5

Agua (40mg/l de SOy) *32L *32L
%SOsNa, | - 0.86

Mcal EM/kg MS 2.83 2.81

%PB 14.90 14.76

%S 0.19 0.39

%FDN 23.40 23.30

SOsNay: sulfato de sodio

Mcal EM: megacalorias de energia metabolizable
PB: proteina bruta

S: azufre

FDN: fibra detergente neutra

* Consumos diarios hipotéticos



Tabla 7. Composicion del nucleo vitaminico-mineral

experimentales
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utiizado en las dietas

Calcio (%) 15.7
Fosforo (%) 0.6
Magnesio (%) 1.8
Azufre (%) 1
Cloruro sodico (%) 9.8
Selenio (mg/kg) 7
Zinc (mg/kQ) 1254
Manganeso (mg/kg) 1254
Cobre (mg/kg) 352
Cobalto (mg/kg) 3.6
lodo (mg/kg) 12
Hierro (mg/kg) 800
Vitamina A (Ul/kg) 104950
Vitamina D (Ul/kg) 3600
Vitamina E (Ul/kg) 130
Monensina (mg/kg) 1000

2. 2. Manejo y alimentacién de los animales. Estimacién de los parametros

productivos

De manera previa al inicio del periodo experimental, los animales fueron sometidos

a un periodo de 60 dias de amansamiento. Seguidamente, fueron dispuestos de forma

individual en corrales con piso de tierra de 15 m x 8 m, y fueron adaptados a la dieta

basada en concentrados durante un periodo de 20 dias (Tabla 8), al cabo de los

cuales se inicié el suministro de las dietas experimentales.
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Tabla 8. Cronograma de adaptacion a las instalaciones y a la dieta basada en
concentrados

Ll d_el Composicién porcentual de la dieta (% MS)
estudio
Periodo Inicio | Final | Maiz Exp. Silaje | Nucleo | Urea | SOsNa;
Girasol
FEEDEEIEN & | | gy | 30 67 c N [ —
instalaciones
-20 -16 20 28.5 48.5 3 | |
3
Adaptacién a la R B 21 sl I B
d'etaé’r‘f‘sada 10 | 6 | 50 25 218 | 3 |o25|
concentrados 5 0 67 20 10 25 05 | ----
Periodo 1 38 | 665 | 19.6 10 25 | 05 | 10.86
experimental

1 Solamente en la dieta AS

Durante el periodo experimental, los animales continuaron dispuestos
individualmente recibiendo agua y alimento ad libitum, con una entrega tal que
resultara en aproximadamente el 10% de rechazo diario. El suministro de alimento se
realizé una vez al dia, a las 8:00 am, determindndose diariamente la oferta y rechazo
del mismo, como asi también el porcentaje de MS de los rechazos, y semanalmente
de cada ingrediente dietético. EI CMS diario se obtuvo mediante la diferencia entre la
MS ofrecida y la rechazada. Los animales se pesaron los dias 1y 39, con un desbaste
de 17 hs, de manera que se obtuvo el ADP dividiendo la diferencia de PV final e inicial,
por los dias de duracion del periodo experimental. La CA se obtuvo dividiendo el CMS
diario promedio de cada animal, por su respectivo ADP promedio.

Los dias -1, 18 y 36 del estudio, se recolectaron muestras de los rechazos de
alimento de cada animal, para determinar el % de MS y de S total (LECO®) de los
mismos, a fin de verificar el consumo de S mediante la diferencia entre la cantidad de

S total ofrecida y la rechazada.
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2. 3. Parametros clinicos

Bisemanalmente, 6 horas post-suministro del alimento, cada animal fue revisado
clinicamente. La sujecién de los animales para tal procedimiento, se realizd
mecanicamente, mediante bozales y arneses de soga. Se evalu6 la funcién visual
mediante el reflejo de amenaza sobre cada ojo, el comportamiento, la postura y el
sensorio mediante inspeccion, y se determiné la frecuencia respiratoria (FR) mediante

el conteo de los movimientos respiratorios durante un minuto.

2. 4. Paradmetros ruminales

2. 4. 1. Cuantificacién de H,S ruminal

Los dias 0, 22 y 38, a las 6 horas post-suministro del alimento, se realiz6 el
muestreo de gas ruminal de cada animal, a fin de cuantificar la concentracion de H,S.
Para tal procedimiento, los animales fueron sujetados mecanicamente mediante un
cepo. Se aplicdé la técnica de puncidon ruminal paralumbar (Gould, 1997), que a
continuacion se describe brevemente. Se realizO tricotomia de un é&rea de
aproximadamente 10 cm x 10 cm de la fosa paralumbar izquierda, y seguidamente la
desinfeccion con lodopovidona. Para la obtencion de gas ruminal, se utilizé una aguja
18G de 5 cm de largo, acoplada a un sistema de fluidoterapia endovenosa adaptado.
La aguja se introdujo a través de la pared del flanco, hasta llegar a la regién dorsal del
saco ruminal dorsal. Mediante una jeringa, se realizo el purgado del sistema tubular,
extrayéndose el volumen de aire presente en el mismo, y seguidamente se acopl6é un
tubo colorimétrico comercial para la cuantificacion de H,S gaseoso (Kitagawa®,
Japon), utilizandose el modelo 120SF para concentraciones de hasta 1000 ppm, y en
caso de superarse este valor, la medicion se repitié utilizando tubos modelo 120SH. La
extraccion de gas ruminal y su introduccion a través del tubo colorimétrico, se realiz6
mediante una bomba volumétrica de muestreo (Sensidyne® modelo AP-20S, USA)

segun las instrucciones de sus fabricantes.
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2. 4. 2. Evaluacion del ambiente ruminal

Los mismos dias y simultaneamente al muestreo de gas ruminal, se obtuvo liquido
ruminal de cada animal, mediante sondaje oro-esofégico asistido por una bomba de
vacio eléctrica. Inmediatamente a la extraccién del liquido, se lo filtré a través de dos
capas de gasa y se realiz6 la medicion del pH con un pH-metro portatil (Cole Parmer
Instrument Company, Digi-sense ®, modelo 5985-80, USA). El filtrado resultante se
fracciond, acondicioné y conservéd segun los requerimientos de las determinaciones

gue a continuacion se describen.

2. 4. 2. 1. Cuantificacion de la concentracion de nitrégeno amoniacal ruminal

Para cuantificar la concentracion de amoniaco (NHs) del liquido ruminal, se utilizé el
sobrenadante obtenido del centrifugado de la mezcla de 4 ml de liquido ruminal y 4 ml
de &cido clorhidrico 0.2 N, a 6300 x g durante 15 minutos, y posteriormente
conservado a -20°C hasta su procesamiento.

Utilizando nitroprusiato sédico como catalizador, el NH3; en medio alcalino reacciona
con hipoclorito y fenol, generando azul de indofenol. Por lo tanto, la concentracién de
NHs se determindé mediante la lectura espectrofotométrica (625 nm) de la absorbancia
del indofenol, dado que el primer pardmetro es directamente proporcional al segundo
(Chaney y Marbach, 1962). Multiplicando la concentracion de NHs por 0.8235, se

obtuvo la de nitrégeno amoniacal (N-NHs).
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2. 4. 2. 2. Cuantificacion de protozoos

Para cuantificar la concentracién de protozoos, se utilizé la mezcla de 5 ml de
filtrado de liquido ruminal y 5 ml de solucién de formol al 18%, siendo conservada a
4°C hasta su procesamiento. La concentracién de protozoos se cuantificé6 mediante el
conteo en el microscopio Optico con el objetivo 40x. A 1 ml de la muestra coloreada
con verde de metilo, se le adicion6 9 ml de una solucion de glicerol al 30% (para evitar
la rapida sedimentacién de los protozoos). Posteriormente 1 ml de la mezcla anterior
fue llevado a la camara de Sedgewick — Rafter. La concentracion de protozoos en

liquido ruminal fue calculada mediante la siguiente formula:

nro.de protozoos en 50 campos X 1000
12.5 X factor de dilucion

Nro de protozoos/ml =

Donde:
Volumen de la celda: 20 mm x 50 mm x 1mm = 1000 mm?3

Volumen de 50 campos= 0.5mm x 0.5 mm x 1 mm x 50 = 12.5 mm3

2. 4. 2. 3. Cuantificacién de las concentraciones absolutas y relativas de acidos

grasos volatiles

Para determinar las concentraciones de acidos grasos volatiles (AGV) en las
muestras, se utilizd el sobrenadante obtenido de centrifugar a 6300 x g durante 15
minutos la mezcla de 10 ml del filtrado de liquido ruminal y 0.1ml de acido sulftrico
0.5M, posteriormente conservado a -20°C hasta su procesamiento.

Las concentraciones absolutas de AGV totales, acetato, propionato y butirato se
cuantificaron mediante cromatografia gaseosa (Equipo Konik 5000B con un
automuestreador Robokrom GC, y una columna capilar Nukol de 30m y 0,32mm). La
purificacion de los AGVs se realiz6 con acido ortofosforico 25% en acido sulfarico 0.5M
a razon de 0,5mL cada 2mL de muestra, y luego centrifugadas por 10 minutos a 5.000
x g (Friggens et al., 1998). Las concentraciones relativas de acetato, propionato y

butirato se expresaron como porcentajes de la concentracion total de AGVs en cada
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muestra. La relacion acetato/propionato se obtuvo del cociente de las concentraciones

absolutas de dichos AGV en cada muestra.

2. 4. 2. 4. Cuantificacion de bacterias ruminales

Para cuantificacion bacteriana se utilizé el filtrado del liquido ruminal, conservado a
-80°C hasta continuar con su procesamiento. Seguidamente se lo centrifugé a 3900 x
g durante 15 minutos, de manera que el sedimento obtenido, se liofilizé y conservo a -
80°C.

A partir de 0.1g de cada muestra de liquido ruminal liofilizado, se extrajo el ADN
microbiano mediante el kit comercial QIAamp DNA Stool Mini (Qiagen GMBH,
Alemania) segun instrucciones del fabricante. EI ADN fue analizado cualitativamente y
cuantitativamente mediante corridas electroforéticas en geles de agarosa al 0.8%
y mediante espectrofotometria a 260 nm (Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher
Scientific, USA).

La identificacion de Bacterias Totales (BT) se realiz6 mediante el gen codificante de
la subunidad ribosomal 16S (Harms et al., 2003). Para la identificacion de BSRD se
seleccionaron tres subgrupos especificos, usando cebadores desarrollados para
coincidir con la secuencia del gen codificante de la enzima sulfito-reductasa (GSR),
altamente conservada entre las BSRD (Spence et al. 2008). Los cebadores del Grupo
1 (G1) se generaron para identificar los organismos relacionados con Desulfobulbus
sp., méas estrechamente correspondidos con Desulfobulbus propionicus. Los
cebadores del Grupo 2 (G2) se dirigieron a BSR similares a Desulfovibrio sp, sin
embargo, se conoce muy poco sobre las poblaciones bacterianas especificas que se
esperan identificar con este par de cebadores. Finalmente, los iniciadores del Grupo 3
(G3) identifican a Desulfovibrio desulfuricans, una especie que ya ha sido aislada
repetidas veces a partir del contenido ruminal de ovinos y bovinos (Howard y Hungate,
1976; Cumming et al., 1995b). Las temperaturas de hibridacion utilizadas, fueron
diferentes a las reportadas por Spence et al. (2008), ya que se pusieron a punto segun
condiciones de laboratorio (Tabla 9).

Las mezclas de la reaccion se realizaron en un volumen final de 25ul, conteniendo:

1x del buffer de la polimerasa, 0,4 yM de cada cebador, 10 mM de cada dANTP
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(Promega) y 1,25 U de polimerasa Go-Taq (Promega). Se utilizé un termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf), con los ciclos generales: 1 ciclo de 5 minutos a
95°C, 30 ciclos de 40 segundos a 95°C, 1 ciclo de 40 segundos (se utilizaron cinco
temperaturas en gradiente para cada grupo bacteriano) y 1 ciclo de 40 segundos a
72°C, con una extension final de 10 minutos a 72°C.

Posteriormente los productos de amplificacion se revelaron por electroforesis en gel
de agarosa (1,5% p/v) y se tifieron con una solucién de bromuro de etidio (10ug/ml).

Tabla 9. Secuencias nucleotidicas, tamafios (pb) y temperaturas de hibridacion de los
cebadores utilizados para la identificacién de BT (bacterias totales) y BRSD (bacterias
ruminales sulfo-reductoras desasimilatorias)

Grupo bacteriano | Cebador Secuencia (5°-3’) Pb Temp. (°C)
Bacterias totales 1055F ATGGCTGTCGTCAGCT 337
1392R ACGGGCGGTGTGTAC 58
Desulfobulbus GrplF GYGAGTGGKCCTGCTAYGA 172
propionicus GrplR CCAGGTGCCGATAACRGC 54
Desulfovibrio sp Grp2F CGACACCCARGACATGTGC 121
' Grp2R | GCWGCTACGCAACCGTTGGG 62
Desulfovibrio Grp3F CTGCGAATATGCCTGCTACA 119
desulfuricans Grp3R GGGGCARCCGTCGAACTTG 59

Adaptada de Spence et al., 2008

2.4.2.4.1. Reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa

2.4.2.4.1. 1. Generacion del ADN estandar

Para cada uno de los grupos de BSRD, el ADN estandar consistié en un plasmido
con la secuencia clonada del correspondiente GSR. A continuacién se desarrollan
brevemente los pasos realizados para la obtencion de dichos estandares.

a. Transformacion de Escherichia coli competentes: los productos de
amplificacibn mencionados en el apartado anterior, se purificaron siguiendo las

instrucciones de un kit comercial (Wizard SV Gel and PCR Clean — Up System,
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Promega), se clonaron en el vector pGEM-T Easy (Promega) por ligacién con la
enzima T4 ligasa (Promega) y se transformaron células de E. coli DH5a competentes
quimicas (Thermo Fisher). Los clones seleccionados se secuenciaron a partir de
cebadores del vector (SP6 y T7) en un Secuenciador Capilar ABI 3130xl (Applied
Biosystems, USA) en la Unidad de Gendmica de CICVyA-INTA.

b. Extraccion de ADN plasmidico: la extraccion y purificacion del ADN fue
realizada con un kit comercial de extraccion de ADN plasmidico (Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System, Promega), segun las indicaciones del fabricante.

c. Secuenciacion: los clones fueron seleccionados al azar y amplificados por PCR.
Los clones de las genotecas fueron secuenciados utilizando los iniciadores especificos
descriptos en la Tabla. Los productos fueron secuenciados en la Unidad de Gendmica
del Instituto de Biotecnologia (INTA Castelar) utilizando la tecnologia ABI 3500XL
Genetic Analyser (Applied Biosystems) que utilizé Big Dye Terminator 3.

d. Analisis de las secuencias: las secuencias obtenidas fueron analizadas
mediante el programa Decipher, en blusqueda de quimeras, las que fueron removidas
para futuros analisis. Dichas secuencias fueron comparadas con secuencias
disponibles en la base de datos GenBank del National Center for Biotechnology
Information, (NCBI BLASTN) (Altschul et al., 1990) y clasificadas mediante RDP
(Ribosomal Database Project) (Cole et al. 2014). Las secuencias de los clones de los
grupos G1, G2 y G3 tuvieron similitud con las secuencias de las correspondientes
BSRD que estan depositadas en el GenBank. Por lo que se continué trabajando con

estas tres secuencias obtenidas para poner a punto la PCR cuantitativa.

2.4.2.4.1. 2. Determinacion de las condiciones 6ptimas de la reaccion de PCR

cuantitativa

La cuantificacion absoluta fue realizada mediante el uso del equipo Step One Plus y
con el respaldo del software ABI 7500 v2.3 (Applied Biosystem-ABI®, USA) y la
reaccion fue conducida en un volumen final de 20uL compuesto por: 4uL 5x HOT
FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus (Solis BioDyne, Estonia), 0.2uL de cada cebador
(50 pmol), 2uL de ADN gendmico y 13.8uL de agua grado PCR.

La amplificacién involucré un ciclo de 95°C por 15 minutos para la activacion de la

enzima, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos de desnaturalizacion, la
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temperatura de hibridacion (Tabla 9) por 20 segundos, y 72°C por 45 segundos de
extension. Por otra parte, la especificidad del amplicon fue verificado de acuerdo con
la curva de disociacién del producto final de la PCR, mediante el incremento de la
temperatura de 1°C cada 30 segundos desde los 60 a 95°C.

El nimero de copias de cada estandar fue estimado segun Singh et al. (2014) con
la siguiente ecuacion:

concentracion del plasmido (g/ul) X 6.022 x 1023
largo del plasmido recombinante (pb) X 660

N °copias/ul =

Por otra parte, se prepararon diluciones de 108 a 10% para construir la curva
estandar para cada grupo de BRS, y se amplificaron junto con las muestras por
duplicado. El nimero de copias de los genes 16S ADNr de cada muestra fue estimada

a partir de la siguiente ecuacion:
Q xC
%
Donde Q es la media cuantitativa del nimero de copias, C es la concentracion total

N° copias / g de filtrado ruminal =

de ADN en cada muestra (ng/g), y V es la concentracion de ADN utilizado en la
reacciéon (ng). En cada reaccion, los valores de la regresion lineal de la curva estandar
estuvieron dentro de los limites normales (R? = 0.99; la pendiente = -3.2 a -3.6;
eficiencia = 100-110%).

Las concentraciones absolutas de BT, G1, G2, G3 y BRSDT (BRSD Totales,
resultante de la suma de G1, G2 y G3) se expresaron como numero de copias de los
correspondientes genes marcadores, por gramo del contenido ruminal liofilizado. En el
caso de las BRSD, también se expresaron en términos relativos a la concentracion de
BT, como porcentajes de esta ultima (G1P, G2P, G3P y BRSDTP).

2. 5. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé mediante la version i386 3.4.2 del programa R (The
R Project for Statistical Computing). El disefio experimental utilizado fue
completamente aleatorizado, considerando al animal como unidad experimental. Los
parametros ruminales, el consumo de Sy la FR se analizaron como medidas repetidas
en el tiempo mediante modelos mixtos, utilizando el paquete nime (Pinheiro y Bates,
2000) del mencionado programa estadistico. En dichos modelos se consideré al

animal como efecto aleatorio, y al nivel de S dietético, el momento de muestreo (el dia
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de muestreo en el caso de los parametros ruminales, y la fecha de revisién clinica en
el caso de la FR) y sus interacciones como efectos fijos. Las correlaciones entre
observaciones provenientes del mismo animal, se modelaron mediante el
procedimiento correlation, y en casos de heterocedasticidad, la misma se modeld
mediante el procedimiento weights. Las interacciones con p-valores superiores a 0.05
se eliminaron de los modelos. La superioridad de la concentracion media de H.S
ruminal del tratamiento AS en el dia 38, con respecto a 2000 ppm, se comprobd
mediante una prueba t de Student. Los pardmetros productivos se analizaron con
respecto al nivel de S dietético, mediante pruebas t de Student para muestras
independientes.

Los modelos aplicados para el analisis de la FR, el consumo de S y los parametros
ruminales fueron de la forma:

Yija = u+ Si+ Mj + SMij + €a + €ija

Donde:

Yija: observacion de la variable respuesta correspondiente al i-ésimo nivel de S
dietético, en el j-ésimo momento de muestreo, en el a-ésimo animal.

w: media general de la variable respuesta.

Si: efecto de i-ésimo nivel de S dietético.

Mj: efecto del j-ésimo momento de muestreo.

SMij: efecto de la interaccion entre el i-ésimo nivel de S dietético y el j-ésimo
momento de muestreo.

€a: efecto aleatorio de a-ésimo animal.

€ija: error aleatorio asociado a la observaciébn de la variable respuesta
correspondiente al i-ésimo nivel de S dietético, en el j-ésimo momento de muestreo, en

el a-ésimo animal.

Los modelos aplicados para el andlisis de los parametros productivos fueron de la
forma:
Yia=p+ Si+ €ia
Donde:
Yia: observacion de la variable respuesta correspondiente al i-ésimo nivel de S
dietético con el a-ésimo animal.
w: media general de la variable respuesta.

Si: efecto de i-ésimo nivel de S dietético.
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€ia: error aleatorio asociado a la observacion de la variable respuesta
correspondiente al i-ésimo nivel de S dietético, con el a-ésimo animal.

Adicionalmente, se evaluaron las asociaciones entre las concentraciones de H,S
ruminal, con las concentraciones absolutas y relativas de BSRD, mediante el

coeficiente de correlacion de Pearson, segun tratamientos y dias de muestreo.
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RESULTADOS

1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

1. 1. Agua de bebida: sales totales y sulfatos

En el presente estudio, la mayoria de las perforaciones abastecedoras de agua de
bebida para bovinos de EC de la region en estudio, presentaron concentraciones
inferiores a 4 g/l de ST (limite maximo sugerido para dicho sistema productivo), tanto
en el muestreo estival como en el invernal (Figura 5). Adicionalmente, el porcentaje de
ST correspondiente a SO, fue inferior al 15% en la mayoria de las perforaciones, y en
ambas estaciones (Figura 6).
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Figura 5. Distribucion de frecuencia de las perforaciones utilizadas en establecimientos
de engorde a corral de la regién en estudio, segun la concentracion de sales totales en
sus correspondientes muestras de agua de bebida (n=68)
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Las perforaciones muestreadas se clasificaron como de contenido bajo, medio o alto
de SO, segun sus correspondientes muestras de agua presentaran concentraciones <
250, entre 250 y 500, o > 500 mg/Il, respectivamente. En ambas estaciones, la mayoria
de las perforaciones se clasificaron como de contenido medio o bajo de SO.. La
proporcion estival de perforaciones con contenido medio, fue superior a la invernal, en
virtud de la menor proporcién de perforaciones con contenido bajo de SO en verano
(Figura 7). En este sentido, la concentracion promedio de SO4 fue superior en el
verano, y las correspondientes observaciones, mas variables que en el invierno (Tabla
10).



46

Figura 6. Distribucion de frecuencia de las perforaciones utilizadas en establecimientos
de engorde a corral de la region en estudio, segun el porcentaje de sulfatos (referido a
sales totales) en sus correspondientes muestras de agua de bebida (n=68)
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Figura 7. Distribucion porcentual de las perforaciones utilizadas en establecimientos de
engorde a corral, segun la concentraciébn de sulfatos en sus correspondientes
muestras de agua de bebida (n=68)

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%
0% ] —

Verano Invierno

B Bajo (<250 mg/l) B Medio (250-500mg/l) M Alto (>500mg/I)

Tabla 10. Valores descriptivos de la concentracién de sulfatos (mg/l) en el agua de
bebida suministrada a bovinos de engorde a corral de la regién en estudio

Estacion Media De§V|o Mediana | Minimo | Maximo n.
estandar (perforaciones)

Verano 184.5 160 104 22 677 68

Invierno 90 78 67 5 602 68

1. 2. Azufre total en granos de destileria

Las concentraciones medias de S en lotes de GD provenientes de las dos plantas
industriales abastecedoras de la region en estudio, fueron similares entre si, pero las
observaciones correspondientes a la planta 1 fueron mas variables que las

provenientes de la planta 2 (Tabla 11).
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Tabla 11. Valores descriptivos del contenido de azufre en granos de destileria (% de
MS) provenientes de las dos plantas industriales proveedoras de la regién en estudio

. . Desvio | Coeficiente de - L.
Origen |Promedio estandar | Variacion (%) Minimo | Maximo n (lotes)
Planta 1 0.665 0.07 10.5 0.52 0.74 12
Planta 2 0.687 0.03 4.4 0.64 0.72 6

1. 3. Azufre dietético total

El resultado de la encuesta sobre el suministro de GD en los 50 establecimientos

muestreados durante el estudio descriptivo, se explicita en la Figura 8.

Figura 8. Proporcion de perforaciones muestreadas durante el afio 2017 en la region
en estudio, que suministraban agua de bebida a bovinos de engorde a corral
consumiendo o no, granos de destileria (GD)
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El contenido de S en las dietas con GD fue superior al de las dietas sin GD, de
manera que fueron las Unicas que superaron el 0.3% de S total, maximo sugerido para
bovinos de EC (Figura 9). Debido al mayor promedio y variabilidad de las
concentraciones de SO4 en agua de bebida y al mayor CEDA, las concentraciones
medias estivales de S dietético total fueron ligeramente superiores y mas variables que

las invernales (Tabla 12).

Figura 9. Niveles medios y desvios estdndar de las concentraciones estimadas de
azufre (S) total, en dietas suministradas a bovinos de engorde a corral de la region en
estudio, en verano e invierno del afio 2017, segun incluyeran o no granos de destileria
(GD)
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Tabla 12. Estadistica descriptiva del % estimado de azufre total, en dietas
suministradas a bovinos de engorde a corral de la region en estudio, segun incluyeran
0 no granos de destileria (GD)

Estacion GD Promedio Desvio estandar Maximo Minimo
Con GD 0.337 0.016 0.374 0.324
Verano -
Sin GD 0.225 0.023 0.290 0.201
) Con GD 0.328 0.006 0.343 0.321
Invierno -
Sin GD 0.208 0.009 0.247 0.198
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2. ESTUDIO EXPERIMENTAL

2. 1. Parametros clinicos

Si bien no se observaron alteraciones en el comportamiento, postura, sensorio ni en
el reflejo de amenaza, se encontr6 una tendencia al incremento de la FR en los
animales del tratamiento AS (p=0.054), y un efecto significativo de la fecha en la cual
se efectud la exploracion clinica (p<0.001, Figura 10).

Figura 10. Frecuencias respiratorias medias y desvios estandar, segun la fecha de
exploracién clinica, en bovinos de engorde a corral consumiendo las dietas AS (alto
azufre) y BS (bajo azufre)
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2. 2. Concentracion de H.S ruminal

Se encontr6 una interaccion significativa (p<0.001) entre el nivel de S dietético y el
dia de muestreo, sobre la concentraciéon de H2S ruminal, siendo mas elevada con el
tratamiento AS en el dia 38 (Figura 11), y significativamente superior a 2000 ppm
(p=0.01), umbral propuesto respecto del riesgo de generacion de PEM. También se
observé mayor variabilidad en la concentracion de H.S con el tratamiento AS, en los
dias 22 (p=0.017) y 38 (p<0.008) del estudio (Tabla 13).

Figura 11. Concentraciones medias y desvios estandar de H,S ruminal (ppm) segln
dias de muestreo en bovinos de engorde a corral consumiendo las dietas AS (alto
azufre) y BS (bajo azufre)
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Tabla 13. Concentraciones medias y desvios estandar de H.S ruminal (ppm) segln
dias de muestreo en bovinos de engorde a corral consumiendo las dietas BS (bajo
azufre) y AS (alto azufre)

. Dia 0 Dia 22 Dia 38
Tratamiento
(ppm) (ppm) (ppm)
BS 675+ 227 a 391 +191a 316 +216a
AS 650 + 288 a 1416 + 556 Db 3000 £746 Db

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (Tukey, p<0.05)

2. 3. Parametros productivos

El nivel de S dietético no tuvo efectos significativos sobre el CMS, el ADP ni la CA,
en bovinos de EC al cabo de 38 dias de consumir las dietas BS y AS (Tabla 14).

Tabla 14. Promedios y desvios estandar de parametros productivos en bovinos de
engorde a corral consumiendo las dietas BS (bajo azufre) y AS (alto azufre) durante 38
dias

Tratamiento PV inicial PV final CMS ADP CA
(kg) (k) (k) (kg)
BS 268+ 153a | 324+165a | 8.06+10a| 15+0.2a 54+0.7 a
AS 268 +13.2a | 329+23.0a | 8.10+1.3a| 16+03a 5.2+0.7a

Letras iguales en la misma columna indican ausencia de diferencias significativas

(p>0.05)
PV: peso vivo

CMS: consumo de materia seca
ADP: aumento diario de peso
CA: conversion alimenticia
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El nivel de S dietético tuvo efecto significativo sobre el consumo de S (p<0.001,
Tabla 15), corroborandose las concentraciones propuestas para ambos tratamientos,
en el alimento consumido por los animales de los correspondientes grupos (p<0.001,
Tabla 16).

Tabla 15. Promedios y desvios estandar del consumo de azufre total (g/animal/dia) en
bovinos de engorde a corral consumiendo las dietas BS (bajo azufre) y AS (alto
azufre), segun dias de muestreo

Tratamiento Dia -1 Dia 18 Dia 36
(g/animal) (g/animal) (g/animal)
BS 1460+271a 17.86 +2.06b 18.35+2.85b
AS 16.57+1.80 a 37.63+4.19a 34.66 £ 5.43a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey,
p<0.05)

Tabla 16. Promedios y desvios estandar de la concentracion de azufre (% de MS) en
el alimento consumido por bovinos de engorde a corral consumiendo las dietas BS
(bajo azufre) y AS (alto azufre) segln los dias de muestreo

. Dia -1 Dia 18 Dia 36
Tratamiento (%MS) (%6MS) (%6MS)
BS 0.193 £ 0.007 a 0.187 £ 0.010 b 0.190 £ 0.002b
AS 0.190 +0.002a | 0.392+0.003a 0.392 + 0.002a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey,
p<0.05)

2. 4. Ambiente ruminal

El pH, la concentracién de N-NHs, el recuento de protozoos totales, y proporciones
de AGV, no fueron afectadas por el nivel de S dietético. La interaccion entre el nivel de
S dietético y el dia de muestreo se elimino6 de los correspondientes modelos, dado que
no fue significativa para ninguno de los mencionados parametros. Por lo anterior, en la

presente seccion solamente se muestran las medias marginales de los tratamientos
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(Tabla 17), mientras que en el “Apéndice de tablas” se explicita la informacion

completa.

Tabla 17. Medias marginales de tratamientos y desvios estandar, correspondientes a
parametros ruminales de bovinos en engorde a corral consumiendo las dietas BS (bajo

azufre) y AS (alto azufre)

Tratamiento

Para p-valor
arametro BS AS
pH 6.7+0.3a 6.7+0.3a 0.92
N-NHs 109+4.7a 13.2+x6.1a 0.44
(mg/dl)
Protozoos 2.1E+«0s+2.8E+0sa | 1.5E+05+ 2.4E+05a 0.17
(células/ml)
Acetato (%) 60.2+5.1a 57.7+10.0a 0.44
Propionato (%) 305+6.0a 341+95a 0.29
Butirato (%) 9.3+33a 83+3.7a 0.43
Acetato/Propionato 21+06a 19+11a 0.72

Letras iguales en la misma fila indican ausencia de diferencias significativas (p>0.05)
N-NHs: nitrégeno amoniacal

E: exponencial (x 10%)
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2. 4. 1. Concentracién de bacterias totales y bacterias ruminales sulfo-reductoras

desasimilatorias

El efecto del nivel S dietético sobre la concentracion de BT y de BRSD, no fue
significativo. La interaccién entre el nivel de S dietético y el dia de muestreo se eliminé
de los modelos, dado que no fue significativa para ninguno de los mencionados
pardmetros. Por lo anterior, en la presente seccion solamente se muestran las medias
marginales de los tratamientos (Tablas 16 y 17), pero en el “Apéndice de tablas” se
explicita la informacion completa. Tampoco se observaron correlaciones significativas
entre los porcentajes de BRSD con las concentraciones de H,S, segun tratamiento y
dia de muestreo (Tablas 18 y 19). En el “Apéndice de diagramas”, se encuentran los
correspondientes diagramas de dispersion.

Tabla 18. Concentraciones medias absolutas (copias / g de contenido ruminal) y
desvios estandar, de bacterias totales (BT) y de bacterias ruminales sulfo-reductoras
desasimilatorias (BRSD) en contenido ruminal de bovinos consumiendo las dietas BS
(bajo azufre) y AS (alto azufre)

Grupo_de BRSD Tratamiento
(copias/g de p valor
contgnldo BS AS

ruminal)
BT 1.7E+11 + 1.0E+11 a 1.7E+11 + 7.9E+10 a 0.85
Gl 5.7E+08 + 5.9E+08 a 8.0E+08 + 1.0E+09 a 0.43
G2 6.9E+06 + 6.8E+06 a 7.1E+06 + 9.5E+06 a 0.14
G3 1.6E+07 + 3.8E+07 a 2.0E+07 + 2.6E+07 a 0.75

BRSDT 5.9E+08 + 5.9E+08 a 8.3E+08 + 1.0E+09 a 0.46

Letras iguales en la misma fila indican ausencia de diferencias significativas (p>0.05).

E: exponencial (x 10%)
BT: bacterias totales

BRSD: bacterias ruminales sulfo-reductoras desasimilatorias

G1: BRSD del grupo 1
G2: BRSD del grupo 2
G3: BRSD del grupo 3
BRSDT: BRSD totales
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Tabla 17. Concentraciones medias relativas (% de bacterias totales) y desvios

estandar, de BRSD (bacterias ruminales sulfo-reductoras desasimilatorias) en
contenido ruminal de bovinos consumiendo las dietas BS (bajo azufre) y AS (alto
azufre)
Grupo de Tratamiento
BRSD (%) BS AS p valor
G1P 0.410+054 a 0.560 £ 0.85 a 0.55
G2P 0.005+0.01a 0.004+0.01a 0.97
G3P 0.006 £ 0.01 a 0.012+0.02 a 0.29
BRSDTP 0.420+0.54 a 0.57+0.87 a 0.54

Letras iguales en la misma fila indican ausencia de diferencias significativas (p>0.05).
BRSD: bacterias ruminales sulfo-reductoras desasimilatorias
G1P: porcentaje de BRSD del grupo 1
G2P: porcentaje de BRSD del grupo 2
G3P: porcentaje de BRSD del grupo 3
BRSDTP: porcentaje de BRSD totales

Tabla 20. Coeficientes de correlacién lineal (Pearson) entre la concentracién de H,S
ruminal y las concentraciones absolutas de BRSD (bacterias ruminales sulfo-

reductoras desasimilatorias) segun tratamientos y dias de muestreo

BRSD mgﬁs?r?ao Tratamiento R P valor
o | -0.16 0.62
22 AS -0.18 0.74
BS -0.23 0.67
G1 38 AS 0.19 0.71
BS -0.21 0.69
o | - -0.15 0.65
22 AS -0.19 0.72
BS -0.05 0.92
G2 38 AS 0.71 0.10
BS 0.24 0.65
o | e 0.3 0.34
29 AS -0.26 0.60
BS -0.75 0.08
G3 38 AS 0.5 0.31
BS 0.47 0.35
o | e -0.16 0.62
29 AS -0.18 0.73
BS -0.3 0.56
BRSDT 38 AS 0.21 0.69
BS -0.19 0.72

BRSD: bacterias ruminales sulfo-reductoras desasimilatorias
G1: BRSD del grupo 1
G2: BRSD del grupo 2
G3: BRSD del grupo 3
BRSDT: BRSD totales
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Tabla 21. Coeficientes de correlacién lineal (Pearson) entre la concentracién de H,S
ruminal (ppm) y las concentraciones relativas de BRSD (% de bacterias totales) segun
tratamientos y dias de muestreo

% de BRSD m[tiltfs(terO Tratamiento R P valor
o | - -0.23 0.48
22 AS 0.31 0.54
BS -0.04 0.90
G1P a8 AS 0.05 0.92
BS -0.33 0.50
o | 0.01 0.97
29 AS 0.011 0.98
BS 0.03 0.96
G2P a8 AS 0.67 0.14
BS 0.06 0.92
o | 0.51 0.09
29 AS -0.19 0.70
BS -0.70 0.08
G3P 38 AS 0.52 0.29
BS 0.38 0.46
I -0.22 0.49
29 AS 0.31 0.55
BS -0.07 0.90
BRSDP 38 AS 0.06 0.90
BS -0.31 0.55

BRSD: bacterias ruminales sulfo-reductoras desasimilatorias
G1P: porcentaje de BRSD del grupo 1
G2P: porcentaje de BRSD del grupo 2
G3P: porcentaje de BRSD del grupo 3
BRSDTP: porcentaje de BRSD totales
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DISCUSION

1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

1. 1. Sulfatos en el agua de bebida

El presente estudio descriptivo tuvo por objetivo caracterizar preliminarmente, la
concentracion de SO4 en el agua de bebida suministrada a bovinos de EC de la region
en estudio. En términos generales, las concentraciones de SO4 observadas en el agua
de bebida, fueron muy inferiores a los antecedentes regionales, referidos al agua
subterranea. Esto pudo deberse al efecto diluyente de los excesos hidricos de los
dltimos afios en la regién estudiada, principalmente debido a la tendencia de
incremento del volumen de agua precipitada (Fili et al., 2000; Giacosa y Paoli, 2001,
Blarasin, Cabrera, Matteoda, Aguirre, Frontera et al., 2014). A su vez, este fenédmeno
explica parcialmente el constante ascenso del nivel freatico regional. Paralelamente,
dicho cambio freatico trae aparejado la disminucién del espesor de la zona no
saturada, reduciéndose el lapso de pasaje hidrico desde la superficie del suelo hasta
la region saturada. Esto puede provocar la reduccién del tiempo de captacién hidrica
de solutos del terreno, y por ende, una tendencia a la disminucién de su concentracién
en el agua subterranea (Bavera, 2011; Blarasin, Cabrera, Matteoda, Aguirre, Frontera
et al., 2014).

Adicionalmente, las bajas concentraciones de solutos observadas en el muestreo
estival podrian explicarse, al menos parcialmente, por los altos regimenes
pluviométricos registrados semanas antes a la realizacion del correspondiente
muestreo (enero-febrero de 2017, Informe Estacion Meteoroldgica de la EEA INTA
Marcos Juarez). En este sentido, se ha comprobado que hasta un 20% de la recarga
anual del acuifero libre del sur de la provincia de Cérdoba, podia provenir del agua de
lluvia directamente precipitada sobre la region (Cabrera, 2009; Blarasin, Cabrera,
Matteoda, Aguirre, Frontera et al., 2014).

Por otro lado, las bajas concentraciones observadas en el muestreo invernal, cuyo
promedio muestral fue inferior al estival, pudieron deberse al balance hidrico positivo
en los acuiferos, ya que coincide con el periodo de su recarga en esta region
(Blarasin, Cabrera, Matteoda, Aguirre, Frontera et al., 2014). Dicha tendencia en el

balance hidrico, se fundamenta principalmente en una menor evapotranspiracion
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durante el periodo otofio-invernal, debido a que las temperaturas medias son inferiores
a las del periodo primavero-estival (Fresina, 2001). Otro factor que puede contribuir al
incremento de las concentraciones de solutos en el agua de bebida durante épocas
calidas, es la evaporacibn de agua en los bebederos, con la consecuente
concentracion de sales (Cunha et al., 2008). En coincidencia con estos conceptos,
Giménez (2011) observé que las menores concentraciones de solutos en agua de
bebida de la region Pampeana, fueron las invernales.

En términos generales, las evidencias expuestas sustentan la idea de que todo
factor que incremente la carga hidrica subterranea, puede provocar un efecto de
dilucién sobre sus solutos. De acuerdo con este concepto, pero en el extremo opuesto,
se han observado incrementos en la concentracion de solutos en el agua de bebida, e
incidencia de problemas sanitarios consecuentes, durante periodos de severa sequia
(Cseh et al., 2006; Cantén et al., 2006).

El agua de bebida proveniente de la mayoria de las perforaciones utilizadas en los
EC de la regién en estudio, presenté concentraciones de SO, inferiores a 500 mg/l,
haciéndolas aptas en este aspecto, para dicho tipo de sistema productivo. Sin
embargo, en el verano se incremento la proporcion de perforaciones con las cuales el
suministro de GD podria ser desaconsejado, 0 recomendarse su restriccion, en virtud
de reducir el riesgo de perjuicios productivo-sanitarios por exceso de S.
Adicionalmente, el mencionado riesgo podria acentuarse aln mas en la época estival,
dado que el consumo de agua de bebida se incrementa respecto del invierno (Gould,
2000).

Considerando la influencia de las condiciones climéatico-meteorologicas sobre la
composicion del agua subterranea, se deberia prolongar la evaluaciéon de la
concentracion de SO4 y ST en el agua de bebida, a fin de caracterizar de manera mas

confiable a dichos parametros.

1. 2. Azufre en granos de destileria

El contenido promedio de S total en 12 y 6 lotes de GD, elaborados por las plantas
1y 2 respectivamente, fue similar al encontrado en el Gnico reporte nacional (Brunetti
et al., 2015), pero con menor dispersion. El reporte de Brunetti et al. (2015) se refirié a

GD provenientes de una sola planta industrial, diferente a las que originaron los GD
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analizados en el presente trabajo. Por lo tanto, la mencionada diferencia en la
variabilidad del contenido de S, puede deberse principalmente a diferencias entre los
protocolos de elaboracién aplicados por las plantas industriales en cuestion.

La reducida variabilidad observada en este trabajo, respecto del contenido de S
entre los lotes de GD, es muy ventajosa, dado que permite una adaptacion ruminal
armoniosa de los animales desde su ingreso al EC, y la determinacion de niveles de
inclusion seguros y constantes en el tiempo (Crawford, 2007; Drewnosky et al., 2014).
No obstante, considerando el potencial de variacion del contenido de S en estos
subproductos, se requieren estudios mas prolongados para caracterizar de manera

mas consistente a dicho parametro.

1. 3. Nivel estimado de azufre dietético total

El S es un mineral necesario para la vida y el 6ptimo desempefio de los bovinos. Su
requerimiento es del 0.15% de S total (% MS) para bovinos productores de carne
(NRC, 2005). En el caso de bovinos consumiendo dietas con menos del 15% de
forraje, tal como la mayoria de los que se encuentran en terminacion a corral, el limite
maximo sugerido respecto del riesgo de PEM, es de 0.3% (NRC, 2005). En el presente
estudio solamente el 23% de las observaciones superaron dicho umbral, tanto en
verano como en invierno, dado que la totalidad de dicha fraccion de observaciones,
coincidid con las dietas que incluyeron GD. A su vez, dentro de las dietas que
incluyeron GD, el mayor contenido de S dietético se observé en el verano, debido a las
mayores concentraciones de SO4en el agua de bebida, y al mayor consumo estimado
de la misma en dicha estacién del afio.

A pesar de que la totalidad de las dietas que incluyeron GD superaron levemente el
0.3% de S total, no se comunicaron perjuicios productivo-sanitarios en los animales
gue las consumieron, al menos en los momentos de la realizacion de los muestreos.
Esto coincide con los reportes de que con dietas compuestas de hasta 50% de GD,
con al menos 6 a 7.5% de forraje, y con escaso S inorganico adicional proveniente del
agua de bebida, la incidencia esperable de PEM por exceso de S, es de alrededor del
0.14% o menor (Vaness et al., 2009). Esto podria deberse a que una parte del S
presente en GD, es aportado por PND, por lo gue no es ruminalmente disponible para

la produccion de H-S, el potencial mediador de los perjuicios (Drewnosky et al., 2014).
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No obstante, el estudio descriptivo incluyé algunos establecimientos con
antecedentes de problemas tales como brotes de PEM, brotes de enfermedades
neuroldgicas compatibles con PEM pero sin confirmacion diagndstica, o deficiente
desempefio productivo, principalmente al inicio del periodo de engorde. En estos
establecimientos, el suministro de GD no fue un factor comun, pero en casi la totalidad
de los mismos, se registraron mas de 500 mg/l de SO. en el agua de bebida
(Margineda, 2016 com. pers.; Castro et al., 2018).

2. ESTUDIO EXPERIMENTAL

El presente trabajo tuvo por objetivo evaluar preliminarmente parametros clinicos,
productivos y ruminales en bovinos de EC bajo exceso de S dietético. Dicho exceso
fue inducido mediante el suministro de la dieta AS, la cual presenté un nivel de S total;
similar el que podria evidenciarse con la inclusion de GD, y el suministro de agua de
bebida—con aportes de S promedio—segin antecedentes de la regiéon sudeste de
Cérdoba y sudoeste de Santa Fe. El estudio tuvo 38 dias de duracién, dado que
aproximadamente los primeros 30 dias de iniciado el consumo de la dieta de
terminacién con exceso de S, es el periodo donde se han evidenciado las maximas
concentraciones de H.S ruminal, frecuencias de ocurrencia de casos de PEM vy
evidencias de pérdidas productivas subclinicas (Loneragan et al., 2001; Ritcher et al.,
2011; Drewnosky et al., 2012; Drewnosky et al.,, 2013). Vale destacar que la
evaluacion se realiz6 con una dieta de terminacion, compuesta de 86% de
concentrados, dado que con este tipo de dietas es donde se maximiza el riesgo de

problematicas productivo-sanitarias por exceso de S (Ritcher et al., 2011).
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2. 1. Pardmetros clinicos y concentracion de H.S ruminal

En el presente estudio se observaron FR medias de 35 y 40 para los tratamientos
BS y AS, respectivamente. La FR media de los animales del tratamiento BS excedi6
ligeramente al rango de referencia para bovinos (Radostits et al., 2006),
probablemente debido a que los animales utilizados fueron bovinos jévenes (8 a 9
meses de edad en promedio). Si bien no se detectd un efecto significativo del nivel de
S sobre el pardmetro en cuestion, la tendencia de incremento de la FR con el
tratamiento AS es compatible con la taquipnea reportada por algunos autores en
bovinos consumiendo dietas con exceso S (Sager et al., 1990; Gould et al., 1997,
Cunha et al., 2008). Adicionalmente, se ha comprobado de manera consistente, que
altas concentraciones sanguineas de H.S provocan hiperpnea en distintas especies
animales, mediante la estimulacion de quimiorreceptores ubicados en los cuerpos
carotideos (Beauchamp et al., 1984).

Las cinéticas de concentracion de H2S ruminal observadas en el presente estudio,
fueron similares a las reportadas por otros autores: mayor variabilidad en los animales
consumiendo exceso de S, e interaccion entre el dia de muestreo y el nivel de S
dietético (Cunha et al.,, 2008; Ritcher et al., 2011). Esta mayor variabilidad en la
produccién de H.S ruminal-en bovinos consumiendo exceso de S, es un fenbmeno
bien conocido, pero de causa desconocida.

Dado que aproximadamente los primeros 30 dias de iniciado el consumo de la dieta
de terminacion con exceso de S, es el periodo donde se han evidenciado
consistentemente las méximas concentraciones de H.S ruminal (Loneragan et al.,
2001; Ritcher et al., 2011; Drewnosky et al., 2012; Drewnosky et al., 2013), seria
esperable que de haberse extendido el periodo experimental del presente estudio, la
concentracion maxima de H,S se corresponda o aproxime a la observada en el dia 38.

Tal como se describié previamente, el exceso dietético de S es transformado en
H>S ruminal, que si supera concentraciones de 2000 ppm, puede incrementar el riesgo
de PEM (Gould, 1998). Al dia 38 del presente trabajo, los animales consumiendo la
dieta AS presentaron una concentracion promedio de 3000 ppm de H.S ruminal,
significativamente superior a 2000 ppm. Sin embargo, no se observaron alteraciones
clinicas compatibles con PEM, tales como retardo o ausencia del reflejo de amenaza,
alteraciones en la postura, el comportamiento y/o el sensorio. Esto podria deberse por

un lado, a que la concentraciéon media de H.S excedié levemente a la mencionada
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concentracion umbral para el riesgo de PEM, conjuntamente a que en muchas
situaciones se han observado concentraciones de hasta 6000 ppm, en animales que
no presentaban signologia clinica de dicha patologia (Neville et al., 2010; Felix et al.,
2011; Morine et al., 2012). Adicionalmente, el reducido nimero de animales utilizados
en el presente estudio, pudo implicar una potencia estadistica relativamente reducida
para detectar PEM, suceso que generalmente se presenta con baja prevalencia
(Vaness et al., 2009). Sin embargo, aun utilizando similares tamafios muestrales, se
ha reproducido exitosamente dicha patologia (Sager et al., 1990; Gould et al., 1991;
Cumming et al., 1995a; Gould et al., 1997; Niles et al., 2000; Cunha et al., 2008), lo
cual podria deberse a multiples factores que a continuacion se discuten.

En primer lugar vale destacar que en las reproducciones experimentales, el exceso
de S dietético aplicado ha sido generalmente superior al del presente estudio
(Cumming et al., 1995a; Gould et al., 1997; Niles et al., 2000; Cunha et al., 2008). En
este sentido, el objetivo del presente trabajo no fue reproducir PEM, sino evaluar los
efectos clinicos, productivos y ruminales de un exceso de S dietético total, que podria
evidenciarse en la regién geogréfica que se estudié, en condiciones similares a las de
campo.

Otro factor a considerar, es que la transicién a las dietas concentradas es mucho
mas rapida en las reproducciones experimentales, con respecto a la transicibn mas
paulatina efectuada en el presente estudio. Asi, se ha reproducido clinicamente la
PEM utilizando niveles de S total levemente inferiores (Sager et al., 1990) o similares
(Gould et al., 1991) al de la dieta AS del presente estudio, pero aplicando un protocolo
de alimentacién consistente en el pasaje de una dieta basada en forraje, a otra
totalmente concentrada en tan solo 7 dias. Esto podria tener efectos potenciadores de
la produccién de H.S ruminal (Gould et al., 1991) y/o privar al animal de una
adaptacion a la exposicion a elevadas concentraciones de dicha sustancia. En este
sentido, se ha observado que con adaptaciones mas paulatinas, como las realizadas
en condiciones de campo, las prevalencias de PEM han sido inferiores a las
observadas en las reproducciones experimentales, aun con inferiores concentraciones
maximas de HS ruminal en estas Ultimas. Asi, en ensayos con idénticas condiciones a
las de campo, Ritcher et al. (2011) y Drewnosky et al. (2012) reportaron promedios
maximos de H,S de alrededor de 4800 ppm, con una incidencia de PEM del 8.3y 0 %
respectivamente, mientras que Cunha et al. (2011) reportaron un promedio méaximo de

3900 ppm de HS, con una incidencia de PEM del 17%, pero aplicando una acelerada
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adaptacion a la dieta basada en concentrados, correspondiente al protocolo de
reproduccidn experimental descripto por Sager et al. (1990) y Gould et al. (1991).

Por otra parte, en el presente estudio se utilizé una dieta similar a las suministradas
en condiciones de campo, mientras que en las reproducciones experimentales se han
utilizado dietas carentes de fibra efectiva, con menor contenido de FDN y compuestas
predominantemente por carbohidratos de mayor velocidad de degradacion ruminal,
tales como almidén y dextrosa (Sager et al., 1990; Gould et al., 1991; Cumming et al.,
1995a; Cunha et al.,, 2008). Si bien no han reportado indicios de acidosis ruminal
aguda, estas dietas destinadas a la reproduccion experimental de PEM, podrian
favorecer la caida del pH ruminal y/o las condiciones microbioldgicamente mas
propicias para una mayor produccion de H,S (Gould et al., 1991).

Finalmente, en el presente trabajo solo se evaluaron clinicamente los animales, y
no fue posible detectar signologia compatible con PEM. No se realizaron estudios
patolégicos en SNC, para evaluar la presencia de lesiones compatibles con dicha
patologia. Aunque no se pueda confirmar en este estudio, se han descripto hallazgos
histopatol6gicos compatibles con PEM en animales consumiendo experimentalmente
exceso de S, pero clinicamente normales (Olkowski et al., 1992; Niles et al., 2000;
Cunha et al., 2008).

Considerando todo lo anterior, y que los limites maximos de S respecto de riesgo
de PEM (NRC, 2005) fueron establecidos con influencia de los resultados obtenidos en
reproducciones experimentales, probablemente sea necesario el replanteo de dicho
nivel, pero en condiciones de campo y considerando la forma quimica en la cual se
suministra el S dietético.

Una de las hipétesis de este estudio fue que el exceso de S de la dieta AS, es
riesgoso de inducir PEM en bovinos de EC. Esta hipétesis no pudo ser corroborada, a
pesar de que se detectaron elevadas concentraciones de H,S ruminal, compatibles

con las previamente descriptas como riesgosas de inducir PEM.
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2. 2. Parametros productivos

A pesar del nivel de H;S ruminal significativamente mayor alcanzado con el
tratamiento AS, no se observaron efectos del nivel de S dietético sobre el desempefio
productivo. Estos hallazgos contrastan con lo propuesto por Loneragan et al. (2001) y
Drewnosky et al. (2014), quienes concluyeron que la adicion de S inorganico, por
encima de 0.2% de S dietético total, reduce el ADP y el CMS. Al menos parcialmente,
esta diferencia de resultados podria estar influenciada por el reducido tamafio muestral
utilizado en el presente trabajo. Sin embargo, también se dispone de informacion
nacional respecto de la utilizacion de GD en dietas de EC, alcanzandose un maximo
de 45% de inclusion, sin reportes de casos de PEM ni diferencias en el desempefio
productivo respecto de grupos control sin GD (Bagues, 2016; Latimori et al., 2017), a
pesar de que la dieta con el 45% de GD resultd en alrededor del 0.4% de S dietético
total (Latimori 2017, com. pers). Esta ausencia de efectos patoldgicos y productivos en
bovinos consumiendo dietas con alto nivel de inclusién de GD, y por lo tanto con
exceso de S total, podria deberse a que una parte del S presente en los GD no es
inorganico, sino que corresponde a PND (Klopfenstein et al., 2008), inaccesible para
su reduccién a H;S. Aun asi, se ha reportado una interaccion sinérgica entre la
suplementacion con GD y el consumo de agua de bebida con exceso de SO., sobre la
produccion de H.S ruminal en bovinos de recria (Lépez et al, 2016).
Lamentablemente, hasta el momento no se han realizado evaluaciones similares en
condiciones de EC.

Es interesante analizar separadamente el contraste entre los resultados del
presente estudio y las conclusiones emitidas por Loneragan et al. (2001), que también
suministraron el S en forma de SO., pero diluido en el agua de bebida. Estos autores
concluyeron que niveles de S dietético superiores a 0.2% produjeron un detrimento
significativo de la CA, reduccion en el consumo de agua, y una diferencia media de
480 g en el ADP durante el primer mes de encierre, entre tratamientos consistentes en
0.19 y 0.4% de S dietético total, equivalentes a los aplicados en el presente estudio. Si
bien el tamafio muestral utilizado por dichos autores fue muy superior al utilizado en
este ensayo, sus resultados también fueron muy diferentes. Este mayor perjuicio
observado con el suministro del SO, en el agua de bebida, podria deberse a la
reduccion de su consumo por aversion (Sager, 2006), lo cual resultaria en una

reduccion del CMS adicional a la que podria evidenciarse unicamente por las altas
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concentraciones de H>S ruminal. Por otra parte, el menor ADP observado por
Loneragan et al. (2001) podria explicarse por una deshidratacion relativa, consecuente
a la reduccion del consumo de agua. Por todo lo anterior, y los resultados obtenidos en
el presente trabajo, es probable que el efecto perjudicial del SO, en el agua sea
primariamente mediado por el rechazo de la misma cuando los contiene en grandes
cantidades, y secundariamente por el incremento del H>S ruminal.

Con este contexto, probablemente sea necesario el replanteo del nivel de S umbral
para la evidencia de efectos productivos subclinicos, y/o complementarlo con la
explicita aclaracion de la forma quimica y fisica en la cual se lo suministra, es decir, en
el alimento sélido o en el agua de bebida.

La hipotesis del presente estudio fue que el nivel de S de la dieta AS es perjudicial
para el desempefio productivo de los bovinos en EC. Si bien dicho nivel de S no tuvo
efectos significativos sobre los parametros productivos y clinicos evaluados, produjo
elevadas concentraciones de H»S ruminal. Por lo tanto, para responder
consistentemente a dicha hipétesis, posiblemente se requiera realizar estudios a
mayor escala, sobre el periodo completo de engorde, y replicando las condiciones de

campo mediante el suministro GD y agua de bebida con exceso de SO..

2. 3. Ambiente ruminal, y concentracion de bacterias totales y bacterias

ruminales sulfo-reductoras desasimilatorias

A pesar de que el pH del liquido ruminal no fue afectado por el nivel de S dietético,
los promedios observados en ambos tratamientos fueron superiores a lo esperable en
bovinos consumiendo dietas de terminacion en EC (Aello y Di Marco, 2013). Lo
anterior se explica por la utilizacién del sondaje oro-esofagico para el muestreo de
liguido ruminal. Esta metodologia, induce diversos grados de contaminacion con saliva
del animal durante su ejecucion, lo cual resulta en incrementos del pH del liquido
ruminal asi obtenido. Del mismo modo, las concentraciones de N-NHsz ruminal no
fueron afectadas por el nivel de S dietético, y los promedios observados en ambos
tratamientos, fueron similares a los esperables para bovinos consumiendo dietas

basadas en granos (Aello y Di Marco, 2013). El nivel de S dietético tampoco afect6 las



67

concentraciones de protozoos, y los promedios observados en ambos tratamientos,
estuvieron incluidos dentro del intervalo reportado en bovinos (Leng et al., 1986;
Mishima et al., 2009; Hook et al., 2011).

El H2S ruminal es generado a partir del S producido por BRS, que a su vez lo
generan a partir de diversas fuentes de S dietético. Metabdlicamente, dichas bacterias
se dividen en dos subclases: las asimilatorias, que producen S? para la posterior
sintesis de aminoacidos azufrados, y las desasimilatorias que lo producen como un
desecho terminal de su respiracion anaerébica (Cumming et al., 1995 a). Luego de
alrededor de 15 a 35 dias de comenzar la ingesta de exceso de S dietético, se
producen las maximas concentraciones de H,S. Las causas de esta mayor produccion
de H.S no han sido completamente dilucidadas, pero se cree que asientan en
alteraciones en las poblaciones de BRS (Drewnosky et al., 2014).

En el presente trabajo se observé un efecto significativo del nivel S dietético sobre
las concentraciones de H.S ruminal, pero no sobre las concentraciones de BRSD.
Estos resultados contrastan parcialmente con los emitidos por Ritcher et al. (2011),
que hasta el momento han sido los Unicos autores en estudiar in vivo-este tipo de
bacterias en bovinos. Dichos autores, usando gPCR e idénticos cebadores a los
utilizados en el presente estudio, encontraron efectos significativos del nivel de S
dietético sobre la concentracion absoluta del G3 y BRSDT. Este contraste podria
deberse a que la diferencia entre los niveles de S control y elevado utilizados por estos
autores, fue de 0.3%, algo mayor a la diferencia del 0.2% utilizada en el presente
estudio. Dicho contraste, también podria explicarse por diferencias en la dieta general,
dado que dichos autores utilizaron GD. A pesar de estas diferencias, el presente
estudio tiene mayor potencia estadistica dado que, a idénticos tamafios muestrales (6
repeticiones en ambos estudios), en el trabajo de Ritcher et al. (2011) utilizaron un
solo dia de muestreo, mientras que en el presente se utilizaron los efectos de 3 dias
diferentes.

En el presente estudio tampoco se detectaron correlaciones significativas entre las
concentraciones de H,S y las de BRSD. Nuevamente esto contrasta parcialmente con
los resultados de Ritcher et al. (2011) quienes encontraron una correlacion significativa
entre los mencionados parametros. Estas diferencias podrian deberse, a que dichos
autores evaluaron la asociacion entre las concentraciones de BRSD y las de HS,
considerando conjuntamente tanto a los animales del grupo control como a los del
tratado. Por el contrario, en el presente trabajo se opt6é por evaluar la asociacion entre

dichos parametros, discriminando segun el nivel de S dietético y el dia de muestreo,
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dado que cada uno de estos grupos de observaciones, representan poblaciones
diferentes. Los diagramas de dispersion expuestos en el presente estudio (“Apéndice
de diagramas de dispersion”) respaldan la anterior aseveracion estadistica, y por lo
tanto, al criterio utilizado.

Por todo lo anteriormente expuesto, los resultados del presente estudio sugieren
gue las concentraciones de BRSD no estan asociadas a las de H.S ruminal. Por lo
tanto, es posible que las alteraciones ruminales responsables de los incrementos de
H>S, no sean basadas en cambios en las concentraciones de BRSD sino cambios
metabdlicos de las mismas. En este sentido, utilizando la “técnica del nimero mas
probable” para la cuantificacion bacteriana por cultivo, Cumming et al. (1995a) no
encontraron cambios en las concentraciones de BRS en liquido ruminal de bovinos
con PEM experimentalmente inducida por exceso de S, respecto de animales control.
Sin embargo, a partir de dichos aislamientos, estos autores observaron mayor
capacidad de produccién de H.S in vitro. Teniendo en cuenta estos hallazgos,
concluyeron que el incremento en la concentracién ruminal de H,S ante el exceso de S
dietético, es producido por el incremento en la capacidad metabdlica de las BSR, mas
que en el aumento de su concentracién. Dicho aumento de la capacidad metabdlica de
las BRSD, podria deberse a la existencia de subtipos de enzimas sulfo-reductoras
inducibles ante excesos de S ambiental, dotando a sus bacterias portadoras, de mayor
capacidad de reduccién de S sin cambios en la densidad de sus poblaciones
(Cumming et al., 1995a).

A pesar de la mencién del estudio de Cumming et al. (1995a), vale destacar que las
técnicas de cuantificacion bacteriana por cultivo, no son las mas adecuadas para la
evaluacion de poblaciones de bacterias en medios tan complejos como el ruminal.
Esto se debe a que las condiciones de crecimiento in vitro suelen ser muy diferentes
de las in vivo, sesgando los resultados de dichas técnicas, y limitando sus
conclusiones (Spence et al., 2008). Adicionalmente, las BRSD son organismos que
requieren condiciones muy especificas de cultivo, lo que dificulta o imposibilita su
aislamiento, introduciendo un sesgo adicional a los resultados de la cuantificacion
bacteriana por cultivo (Ritcher et al., 2011). En este sentido, las modernas técnicas de
biologia molecular son capaces de superar dichos obstaculos, haciéndolas de eleccion
para el estudio de la microbiota ruminal (Whitford, 1998). A pesar de lo anterior, estas
herramientas se han explotado pobremente para la evaluacion de las BSR.

Hasta el momento, los géneros de BRSD evaluados en el presente estudio son los

méas comunmente aislados en rumen, y se los ha considerado como los principales



69

responsables de la produccién de S ruminal (Coleman, 1960; Howard y Hungate,
1976; Cumming et al., 1995b). Sin embargo, podrian existir otros géneros y/o especies
de BRSD que aun no han logrado ser identificadas (Cumming et al., 1995b), y/o que
probablemente no sean identificados por los cebadores utilizados en el presente
trabajo.

Otra posible explicacion, es que las BRSD no sean las Unicas responsables del
incremento de la concentracion de H,S ante el exceso de S dietético, sino que las BRS
asimilatorias también desempefien algun rol. Dado que estas bacterias producen S
para su posterior incorporacién a la sintesis de aminoacidos, es posible que cambios
transitorios en sus poblaciones y/o actividades metabdlicas, contribuyan al menos
parcialmente, a las variaciones de las concentraciones de H,S ruminal (Gould, 2000).

2. 4. Consideraciones integradoras de los resultados y discusiones de los

estudios descriptivo y experimental

El exceso de S dietético evaluado en el estudio experimental fue suministrado
mediante la dieta AS. El nivel de S de esta dieta, seria el observado en el caso de una
dieta estandar de EC, con un 30% de GD y el consumo de agua de bebida con 500
mg/l de SO.. Los contenidos asumidos de S en GD, y de SO, en el agua de bebida,
para el calculo del aporte de S total de la dieta AS, fueron definidos en base a los
antecedentes de la region geografica analizada en el estudio descriptivo. En este
tltimo, las concentraciones medias de S observadas en GD, fueron similares a la
asumida para la elaboraciéon del exceso de S de la dieta AS. Sin embargo, la mayoria
de las concentraciones de SO, observadas en el agua de bebida, fueron inferiores a la
asumida en la dieta AS (500 mg/l), y el 77% de las perforaciones muestreadas
aportaba agua a bovinos que no consumian GD. En consecuencia, el nivel de S de la
dieta AS sobreestim6 al observado en la totalidad de los establecimientos de EC
muestreados. Adicionalmente, el S agregado en la dieta AS fue totalmente aportado
en forma inorganica (SO4Nay), el cual se esperaria que fuera mas perjudicial que las
fuentes proteicas de S, tales como los GD (Drewnosky et al., 2014). Aun asi, en el
estudio experimental, el exceso de S evaluado no produjo efectos significativos sobre
ninguno de los pardmetros estudiados, a excepcion del incremento de la concentracion

H.S ruminal. Si bien se requieren estudios adicionales, de manera preliminar puede
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decirse que es poco probable que se observen casos clinicos de PEM, o deficiente
desempenfio productivo atribuibles a exceso de S dietético, en la mayoria de los EC de
la regién en estudio. Esto concuerda con lo observado a campo, dado que la mayoria
de las situaciones problematicas, se manifestaron con niveles de inclusion de GD
superiores al 45% y/o con concentraciones de SO, en agua de bebida superiores a
500 mg/l (Margineda, C., com. pers., 2016; Descarga, C., com. pers., 2018; Castro et
al., 2018).
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CONCLUSIONES

A excepcidn de elevar la concentracion de H,S ruminal, el exceso de S dietético
evaluado en el estudio experimental no tiene efectos clinicos, productivos ni ruminales
en bovinos de EC. En consecuencia, es poco probable que los niveles de S dietético
estimados en la mayoria de los EC de la region estudiada, sean perjudiciales para la
salud y desempefio animal. Sin embargo, dada la potencial variabilidad temporal del
contenido de S en GD, y de SO4 en el agua de bebida, es necesario continuar su

evaluacion, a fin de obtener una caracterizacion mas confiable de dichos parametros.
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Tabla I. Promedios y desvios estandar de pH en liquido ruminal de bovinos de engorde
a corral consumiendo las dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de

muestreo
pH Dias de muestreo
. Total
Tratamiento 0 22 38
AS 6.8 £ 0.47 6.8 +0.17 6.6 +0.26 6.74+0.30 a
BS 6.6 +0.34 6.8+0.18 6.9+0.15 6.75+0.30 a
Total 6.7+0.40a 6.8+0.20a 6.8+0.20a

Letras iguales en la misma fila o columna,

significativas entre las medias (p>0,05).

indican ausencia de diferencias

Tabla II. Promedios y desvios estandar de concentraciones de N-NH; (nitrégeno
amoniacal) en liquido ruminal de bovinos de engorde a corral consumiendo las dietas
AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de muestreo

N-NHs

Dias de muestreo

Tratamiento 0 22 38 Total
AS 109+5.6 126+7.4 16.1+4.9 13.2x6.1a
BS 10.1+£3.0 9.6+34 13.1+6.8 109zx4.7a
Total 105+43a 11.1+5.7ab 146+59b

Letras iguales en la misma fila o columna,

significativas entre medias (p>0.05).

indican ausencia de diferencias
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Tabla Ill. Promedios y desvios estandar de concentraciones de protozoos (células/ml)
en liquido ruminal de bovinos de engorde a corral consumiendo las dietas AS (alto
azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de muestreo

Protozoos
Tratamiento

Dias de muestreo

0

22

38

Total

AS 2.9E+05 + 3.6E+05 1.6E+05 + 2.4E+05 1.6E+05 + 2.4E+05 2.1E+05 + 2.8E+05 a
BS 2.8E+05 + 3.7E+05 5.6E+04 + 7.0E+04 1.2E+05 + 1.4E+05 1.5E+05 + 2.4E+05 a
Total 2.8E+05 £+ 3.5E+05 a 1.1E+05 + 1.8E+05 a 1.4E+05 + 1.9E+05 a

Letras iguales en la misma fila o columna,
significativas entre medias (p>0.05).

indican ausencia de diferencias

Tabla IV. Promedios y desvios estandar de concentraciones de BT (copias / g de
contenido ruminal de bacterias totales,) en liquido ruminal de bovinos de engorde a
corral consumiendo las dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segin dias de

muestreo

BT
Tratamiento

Dias de muestreo

0

22

38

Total

AS 1.6E+11 + 1.0E+11 2.1E+11 + 7.8E+10 1.5E+11 + 4.3E+10 1.7E+11+79E+10 a
BS 7.2E+10 + 2.3E+10 2.5E+11 + 1.2E+11 1.8E+11 + 2.6E+10 1.7E+11+1.0E+11a
Total 1.1E+11 +8.3E+10 a 2.3E+11+1.0E+11Db 1.6E+11 + 3.8E+10 ab

Letras iguales en la misma fila o columna,
significativas entre medias (p>0.05).

indican ausencia de diferencias




84

Tabla V. Promedios y desvios estandar de concentraciones de G1 (copias / g de
contenido ruminal de bacterias del grupo 1) en liquido ruminal de bovinos de engorde
a corral consumiendo las dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de
muestreo

G1 Dias de muestreo
. Total
Tratamiento 0 22 38
AS 4.8E+08 + 5.0E+08 5.6E+08 + 5.3E+08 1.4E+09 + 1.5E+09 | 8.0E+08+1.0E+09 a
BS 5.1E+08 + 7.5E+08 7.9E+08 + 6.6E+08 4.0E+08 +3.1E+08 | 5.7E+08+5.9E+08 a
Total 4.9E+08 + 6.1E+08 a 6.7E+08 £ 5.8E+08 a 8.9E+08 £ 1.2E+09 a

Letras iguales en la misma fila o columna, indican ausencia de diferencias
significativas entre medias (p>0.05).

Tabla VI. Promedios y desvios estandar de las concentraciones de G2 (copias / g de
contenido ruminal, de bacterias del grupo 2) en liquido ruminal de bovinos de engorde
a corral consumiendo las dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de
muestreo

G2 Dias de muestreo Total
Tratamiento 0 22 38
AS 1.1E+06 + 8.1E+05 8.1E+06 + 6.5E+06 1.2E+07 + 1.4E+07 7.1E+06 + 9.5E+06 a
BS 1.8E+06 + 1.0E+06 9.5E+06 + 8.1E+06 9.6E+06 + 6.3E+06 6.9E+06 + 6.8E+06 a
Total 1.4E+06 + 9.4E+05 a 8.8E+06 + 7.0E+06 b 1.1E+07 + 1.0E+07 b

Letras iguales en la misma columna, indican ausencia de diferencias significativas
entre tratamientos (p>0.05). Letras diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas entre dias de muestreo (p<0.05).

Tabla VII. Promedios y desvios estandar de las concentraciones de G3 (copias / g de
contenido ruminal, de bacterias del grupo 3) en liquido ruminal de bovinos de engorde
a corral consumiendo las dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de
muestreo

G3 Dias de muestreo
Tratamient Total
0 22 38
(0]
AS 2.9E+06 + 3.0E+06) 2.1E+07 £ 2.1E+07 3.7E+07 + 3.5E+07 2.0E+07 £ 2.6E+07 a
BS 1.4E+06 + 1.1E+06 3.2E+07 + 6.6E+07 1.5E+07 + 9.2E+06 1.6E+07 + 3.8E+07 a
Total 2.1E+06 + 2.3E+06 a | 2.6E+07 + 4.7E+07 ab | 2.6E+07 + 2.7E+07 b

Letras iguales en la misma columna, indican ausencia de diferencias significativas
entre tratamientos (p>0.05). Letras diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas entre dias de muestreo (p<0.05).
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Tabla VIII. Promedios y desvios estandar de las concentraciones de BRSDT (copias /
g de contenido ruminal, de bacterias ruminales sulfo-reductoras desasimilatorias
totales) en liquido ruminal de bovinos de engorde a corral consumiendo las dietas AS
(alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de muestreo

BRSDT Dias de muestreo
Tratamiento 0 22 38 Total
AS 4.8E+08 + 5.0E+08 5.9E+08 + 5.4E+08 1.4E+09 + 1.6E+09 8.3E+08 + 1.0E+09 a
BS 5.1E+08 + 7.5E+08 8.3E+08 + 6.6E+08 4.2E+08 + 3.1E+08 5.9E+08 + 6.0E+08 a
Total 5.0E+08 + 6.1E+08 a | 7.1E+08+ 5.9E+08 a 9.2E+08 + 1.2E+09 a

Letras iguales en la misma fila o columna, indican ausencia de diferencias

significativas entre las medias (p>0.05).

Tabla IX. Promedios y desvios estandar de G1P (% de bacterias del grupo 1 respecto
de bacterias totales) en liquido ruminal de bovinos de engorde a corral consumiendo
las dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de muestreo

G1P Dias de muestreo Total
Tratamiento 0 22 38
AS 0.27 £0.20 0.28 £0.22 1.11+£1.35 0.56+0.85a
BS 0.59+0.82 0.41 £ 0.47 0.21+£0.15 0.41+0.54a
Total 0.43+0.59a 0.35+0.36 a 0.66+1.03a

Letras iguales en la misma fila o columna, indican ausencia de diferencias

significativas entre las medias (p>0.05).

Tabla X. Promedios y desvios estandar de G2P (% de bacterias del grupo 2 respecto
de bacterias totales) en liquido ruminal de bovinos de engorde a corral consumiendo
las dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de muestreo

G2I'3 Dias de muestreo Total
Tratamiento 0 22 38
AS 0.001 + 0.000 0.004 + 0.003 0.009 + 0.001 0.004 + 0.007 a
BS 0.002 +£ 0.001 0.006 + 0.007 0.005 + 0.004 0.005 £ 0.005 a
Total 0.002 £0.001a | 0.005+0.006 a | 0.007 +0.007 a

Letras iguales en la misma fila o columna, indican ausencia de diferencias
significativas entre las medias (p>0.05).
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Tabla XI. Promedios y desvios estandar de G3P (% de bacterias del grupo 3 respecto
de bacterias totales) en liquido ruminal de bovinos de engorde a corral consumiendo
las dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de muestreo

(33|_:> Dias de muestreo Total
Tratamiento 0 22 38
AS 0.0018 (0.001) 0.0080 (0.007) 0.0251 (0.024) | 0.0116(0.017) a
BS 0.0022 (0.002) 0.0091 (0.016) 0.0079 (0.004) 0.0064 (0.01) a
Total 0.0020 (0.002) a | 0.0086 (0.012) ab | 0.0165 (0.019) b

Letras iguales en la misma columna, indican ausencia de diferencias significativas
entre tratamientos (p>0.05). Letras diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas entre dias de muestreo (p<0.05).

Tabla Xll. Promedios y desvios estandar de BRSDTP (% de bacterias ruminales sulfo-
reductoras desasimilatorias totales respecto de bacterias totales) en liquido ruminal de
bovinos de engorde a corral consumiendo las dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre)
segun dias de muestreo

BRSD_TP Dias de muestreo Total
Tratamiento 0 22 38
AS 0.28 +0.20 0.29 +0.22 1.15+1.36 0.57+0.86a
BS 0.60 £0.82 0.43 +0.47 0.23+0.15 0.42 +0.54 a
Total 0.44 +0.60 a 0.36 £+ 0.36 a 0.69+1.04 a

Letras iguales en la misma fila o columna, indican ausencia de diferencias

significativas entre las medias (p>0.05).

Tabla XVIII. Promedios y desvios estdndar de % de acetato (referido a la
concentracion de AGVs totales) en liquido ruminal de bovinos de engorde a corral
consumiendo las dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de muestreo

% ace_tato Dias de muestreo Total
Tratamiento 0 22 38
AS 56.1+12.6 59.5+10.3 57.0+8.3 57.6+10.0a
BS 59.1+4.0 62.5+4.8 58.9+6.4 60.2+51a
Total 576+9.1a 61.0+7.8a 58.0+7.1a

Letras iguales en la misma fila o columna, indican ausencia de diferencias

significativas entre las medias (p>0.05).
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Tabla XIXV. Promedios y desvios estandar de % de propionato (referido a
concentracion de AGVs totales) en liquido ruminal de bovinos de engorde a corral

consumiendo las dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de muestreo

% Dias de muestreo
propionato Total
Tratamiento 0 22 38
AS 344+13.1 33.5+93 34.3+6.9 34.1+95a
BS 33.7+5.6 276 +26 30.3+7.8 305+6.0a
Total 34.0+96a 305+7.2a 32.3+7.3a

Letras iguales en la misma fila o columna,
significativas entre las medias (p>0.05).

indican ausencia de diferencias

Tabla XV. Promedios y desvios estandar del % de butirato (referido a concentraciéon de
AGVs totales) en liquido ruminal de bovinos de engorde a corral consumiendo las
dietas AS (alto azufre) y BS (bajo azufre) segun dias de muestreo

% buti_rato Dias de muestreo Total
Tratamiento 0 22 38
AS 95+4.8 7.0+3.7 8.6+2.8 84+3.7a
BS 7.2+2.8 10.0+4.2 10.8+2.0 9.3+ 3.3a
Total 84+39a 85+4.1a 9.7+25a

Letras iguales en la misma fila o columna,
significativas entre las medias (p>0.05).

indican ausencia de diferencias

Tabla XVI. Promedios y desvios estandar del cociente acetato/propionato en liquido
ruminal de bovinos de engorde a corral consumiendo las dietas AS (alto azufre) y BS
(bajo azufre) segun dias de muestreo

A/E Dias de muestreo Total
Tratamiento 0 22 38
AS 1.97 £1.20 2.08+1.44 1.77 £ 0.57 1.94+1.07a
BS 1.82+0.44 2.27 +0.37 2.10+0.76 2.06+ 0.55a
Total 1.89+0.86 a 218+ 1.01a 1.93+0.66 a

Letras iguales en la misma fila o columna,
significativas entre las medias (p>0.05).

indican ausencia de diferencias
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APENDICE DE GRAFICOS

Diagramas de dispersion de concentraciones absolutas (Nro. de copias/g de MS de
liquido ruminal) y relativas (% de bacterias totales) de BRSD (bacterias ruminales
sulfo-reductoras desasimilatorias), en funcion de la concentracién ruminal de H,S
(ppm) segln dias de muestreo.
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