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RESUMEN

Se realizaron una serie de estudios para explorar dos estrategias como alternativas
para mejorar el comportamiento de rumiantes cuando consumen aguas de bebida con elevados
tenores salinos. Una de las estrategias estuvo guiada por la hipétesis que la exposicién temprana
de rumiantes a aguas con elevados tenores salinos promueve el desarrollo de tolerancia a aguas
de bebida con altas concentraciones de sales. Para la prueba de hipdtesis se realizaron dos
experimentos con vacunos, exponiendo a los animales a uno de 2 tratamientos: exposicidn
temprana a agua de elevado tenor salino [post natal temprana (Exp. 1); ultimo mes de gestacion
y post natal temprana (Exp. 2)] o a agua de bajo tenor salino. Posterior al periodo de exposicion,
y luego de una etapa de recria, se evaludé durante 30 d el consumo y digestibilidad del alimento,
parametros sanguineos y ganancia de peso de los terneros de ambos tratamientos al ofrecerles
nuevamente agua salobre. Bajo las condiciones de este estudio no se encontré evidencia de que
la exposicién temprana a agua con elevado tenor salino mejore la tolerancia y el desempefiio
posterior en ganado vacuno para carne. Sin embargo, el consumo de agua reducido (Exp. 1) y el
incremento en el umbral de sed (Exp. 2) de los animales expuestos tempranamente al agua salada
requiere mayor consideracion.

La segunda estrategia evaluada estuvo guiada por la hipdtesis que el nivel de
suplementacion proteica requerido para maximizar la utilizacién de forrajes de baja calidad es
mayor cuando el ganado bebe agua salobre. Para ello se realizaron 2 estudios utilizando harina
de soja (HS) como fuente proteica y heno de pastura tropical (Megathyrsus maximus, cv. Gatton
panic) como forraje de baja calidad. El estudio 1 se llevé a cabo con novillos fistulados de rumen,
y los tratamientos resultaron de la combinacion de 2 calidades de agua (TSB = tenor salino bajo;
TSA = tenor salino alto) y 3 niveles de HS (0%; 0,2% y 0,4% PV/d). El estudio 2 se realizdé con

corderos ubicados en jaulas metabdlicas individuales, y los tratamientos resultaron de la



combinacion de 2 calidades de agua (TSB = tenor salino bajo; TSA = tenor salino alto) y 5 niveles
de HS (0; 0,25; 0,50; 0,75 y 1,0% PV/d). Los resultados obtenidos permiten concluir que se
requiere de mayores niveles de suplementacién proteica para maximizar el consumo de
nutrientes y la utilizaciéon del N en animales consumiendo forrajes de baja calidad y aguas con

elevado tenor salino.
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CAPITULO I: Revisién bibliografica
1. Introduccién

El crecimiento acelerado de la poblacién mundial, la cual se pronostica que se
incremente un 30% para el afio 2050 (FAO, 2011a), derivara en un aumento en la demanda de
alimentos del 70% para los proximos 40 afios (Molden y col., 2007). Al mismo tiempo, para
sostener este crecimiento, los recursos naturales (aguay tierra) pilares de la produccién primaria
de alimentos se encuentran bajo presion y resultan limitados (FAO, 2011b). En este escenario el
sector agropecuario debe enfrentar el desafio de producir mds y mejor con recursos cada vez mas
escasos y vulnerables a los procesos de degradacion y cambio climatico (Behnassi y col., 2014;
Jiménez Cisneros y col., 2014).

Los rumiantes cumplen un rol trascendental en satisfacer la demanda de alimentos
debido a su capacidad de transformar recursos de escaso valor nutricional (ej. forrajes,
subproductos de la industria, etc.) en proteina animal de alto valor biolégico aprovechable por los
seres humanos. Sin embargo, a pesar de que los productos pecuarios proporcionan un tercio de
la proteina consumida, también utilizan un tercio del agua que la agricultura emplea a nivel
mundial (Herrero y col., 2009).

Como consecuencia la escasez de agua tanto en cantidad como en calidad se ha
acentuado (Legesse y col., 2017), y la viabilidad de la produccién animal en el futuro dependera
en gran medida de una eficiente administracion del recurso agua. Con un incremento en la
demanda de productos de origen animal, mejorar la productividad del agua para uso ganadero
resulta esencial (Descheemaeker y col., 2010).

El agua, después del oxigeno, es considerado el nutriente mas importante para el
crecimiento, lactacion y reproduccion de los rumiantes (NRC 2016). En los mamiferos, alrededor
del 99% de todas las moléculas del organismo son moléculas de agua (Macfarlane y Howard,
1972). Dado que el consumo de agua y de alimento se relacionan en forma directa (Utley y col.,
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1970; Bond y col., 1975), el suministro adecuado de agua de buena calidad es esencial para evitar
efectos perjudiciales sobre la salud y productividad animal (Meyer y col., 2004; Kumey col., 2010).
No obstante, la escasez de agua prevista a futuro determinaria un incremento en la utilizacion de
aguas de baja calidad (ej. aguas salobres) en la produccién ganadera.

La calidad del agua es un término general utilizado para describir las propiedades
fisicas, bacteriolégicas y quimicas que determinan la aptitud del agua para un determinado
propdsito. En el caso de agua destinada al consumo animal, el exceso de sales (principalmente
cloruros y sulfatos) a menudo limita la produccién animal en distintas partes del mundo. A pesar
de no estar bien definidos y de existir cierta controversia sobre los niveles maximos tolerables, en
términos generales el NRC (2016) establece que aguas con niveles inferiores a 5000 mg/I de
sélidos totales disueltos (STD) y 1000 mg/| como sulfatos (SO47) no afectarian la productividad de
bovinos para carne. En Argentina, el agua subterranea constituye la principal fuente para el
consumo de los bovinos, y en muchas ocasiones supera ampliamente los umbrales
recomendados, representando una de las principales limitantes para el desarrollo ganadero. Por
lo tanto, resulta valioso estudiar y entender como aguas con concentraciones de sales superiores
a los umbrales reportados como tolerables puedan ser aprovechadas y aceptadas por los
rumiantes sin comprometer la salud, el bienestar y la productividad animal (Beede, 2012).

Si bien existen trabajos que abordaron el agua de bebida como tematica central de
estudio, resultan sustancialmente inferiores si se los compara a los realizados sobre otros
nutrientes (i.e. carbohidratos, proteinas, lipidos). En la actualidad el esfuerzo dirigido al desarrollo
de investigaciones bdsicas para la generacidn de conocimiento sobre modos y mecanismos que
permitan una utilizacion mas eficiente del agua de bebida es escasa, debido posiblemente a que
tradicionalmente ha sido considerada como un recurso de escaso valor, facilmente disponible y

renovable (Brew y col., 2011; NRC 2016).



En el marco de los antecedentes presentados, el objetivo general del presente
trabajo de tesis fue estudiar las potencialidades de dos estrategias, como alternativas para
mejorar la utilizacién de aguas de bebida con elevados contenidos de sales por los rumiantes. La
primera estrategia evaluada fue la exposicién temprana, la cual se basa en el concepto de que
cualquier estimulo o estrés que el animal experimente a una edad temprana (pre y/o postnatal)
tiene el potencial de generar alteraciones morfoldgicas y fisioldgicas de caracter persistentes,
permitiéndole al animal adaptarse mejor a las condiciones en las cuales fue criado. Con una
componente mas nutricional, la segunda estrategia estuvo relacionada con la suplementacidn
proteica como una herramienta para mejorar la utilizacién de forrajes de baja calidad en

rumiantes consumiendo aguas con altas concentraciones de sales.

2. Impacto de aguas de bebida con elevados tenores salinos
2.1. Consumo de alimento en rumiantes

Los trabajos publicados informan reducciones en el consumo de alimento como
consecuencia de la ingesta de aguas con elevados tenores salinos (Weeth y Haverland, 1961,
Weeth y col., 1968; Weeth y Hunter, 1971; Weeth y Capps, 1972; Digesti y Weeth, 1976;
Pattersony col., 2002; Patterson y col., 2003; Ward y Patterson, 2004; Cammack y col., 2010). Sin
embargo, algunos autores no reportan efectos sobre el consumo (Kattnig y col., 1992; Assad y
col., 1997; Sexson y col., 2010; Yousfi y col., 2016) o incluso hasta muestran pequefios
incrementos (Sager y Casagrande, 1998; Attia-Ismail y col., 2008; Visscher y col., 2013). Dicha
variabilidad se deberia al menos en parte a las diferentes condiciones en las que los estudios
fueron realizados. Factores como el tipo predominante de sal disuelta, el volumen de agua
consumido por dia, la calidad nutricional de la dieta ofrecida, las caracteristicas climaticas, y el
animal influyen en la magnitud de la alteracién provocada por las elevadas concentraciones de

sales en el agua de bebida sobre el consumo de alimento.



Un resumen del efecto de aguas de bebida con elevados tenores salinos relativo al
control sobre el consumo de alimento es presentado en la Figura 1. En 40 de 59 comparaciones
observadas, el consumo de MS (CMS) fue negativamente afectado en respuesta niveles crecientes
de sales en el agua de bebida. En promedio, concentraciones de 6000y 15000 mg/I STD en el agua
de bebida redujeron un 10% el CMS en bovinos y ovinos respectivamente, indicando una mayor
tolerancia de estos Ultimos a aguas salobres (Master y col., 2007). Sin embargo, se debe tener en
cuenta que de los 4 trabajos analizados en ovinos solo 1 contenia sulfatos en el agua de bebida,
mientras que en bovinos 12 de un total de 17 estudios incluian sulfatos, lo cual puede haber
afectado las magnitudes de las respuestas observadas en el CMS.

Aguas con elevadas concentraciones de sales pueden alterar el rendimiento y/o la
salud del animal basicamente porque provocan una disminucién en el consumo de agua y
alimento, toxicidad de ciertos elementos minerales (ej. azufre) y porque inducen a deficiencias
secundarias de minerales (ej. cobre). No obstante, los mecanismos fisioldgicos por los cuales
aguas con elevados tenores salinos reducen el consumo de alimento no han sido totalmente
dilucidados aun. Se sabe que una hipertonicidad sistémica puede afectar los centros cerebrales
gue controlan el consumo (Forbes y Barrio, 1992; Silanikove, 1992; Burgos y col., 2000). A su vez
la sed — definida como la motivacion a beber liquidos — provocada por una deshidratacién celular,
debido al aumento de la osmolaridad plasmatica (Fitzsimons, 1998; McKinley y Johnson, 2004)
como consecuencia de una ingesta excesiva de sales, estaria relacionada fisiolégicamente con la
disminucion en el consumo de alimento. Al respecto, Prasetiyono y col. (2000) reportaron una
correlacién negativa entre los niveles de sed y el consumo de alimento en cabras privadas de agua
por hasta 46 h. En contraste, aguas de bebida de moderada a baja salinidad pueden estimular el
CMS debido al aporte beneficioso que determinados minerales (i.e., Na,K, Mg, S) tienen sobre el

consumo y digestibilidad de los alimentos (NRC, 2016).



40 -~ A Bovinos OOvinos

i y =-0.0021x +21.193
--_n0 R? = 0.4162

Cambio en CMS, % relativo al control

-60 y =-0.0027x + 5.8534
R? = 0.5055
_80 4
-100 -
0 5000 10000 15000 20000 25000
STD, mg/|

Figura 1. Efecto de la concentracién de sélidos totales disueltos en el agua (STD) sobre el consumo
alimento (CMS) en bovinos y ovinos. (Base de datos: Weeth y col., 1960; Weeth y Haverland, 1961;
Wilson, 1966; Weeth y col., 1968; Weeth y Hunter, 1971; Weeth y Capps, 1972; Digesti y Weeth,
1976; Saul y Flinn, 1985; Ray, 1989; Kattnig y col., 1992; Assad y col., 1997; Sager y Casagrande,
1998; Loneragan y col., 2001; Patterson y col., 2002, 2003; Ward y Patterson, 2004; Attia-Ismail y
col., 2008; Cammack y col., 2010; Sexson y col., 2010; Visscher y col., 2013; Yousfi y col., 2016).
Es importante tener en cuenta que no todas las sales ejercen los mismos efectos. El
NaCl es menos nocivo que las sales formadas por el idn SO4%, como es el caso del sulfato de sodio
(Na;S0.) y sulfato de magnesio (MgSQ.). Weeth y Hunter (1971) informaron consumos de
alimento de 97% y 70% respecto al control en vaquillonas a las cuales se les habia ofrecido aguas
con 4.100 mg/I NaCl y 5.000 mg/I Na,SO,, respectivamente. Como se puede observar en la Figura
2, aigual concentraciéon de STD las aguas con predominancia de sulfatos reducen en mayor grado
el CMS en comparacion a aguas con presencia de cloruros solamente. Ademas de lo comentado
previamente, el exceso de SO4> en rumen puede conducir a una acumulacién de sulfuro de
hidrégeno (H,S) afectando la motilidad ruminal (Bird, 1972; Kandylis, 1984) con una consecuente

reduccion en el CMS (Loneragany col., 2001; Uwituze y col., 2011; Drewnoski y Hansen, 2013). En

un trabajo reciente, Kessler y col. (2013) reportaron cambios en la expresidn de genes hepaticos



involucrados en respuestas inflamatorias y el sistema inmune en novillos consumiendo aguas
elevadas en sulfatos (3.651 mg/| SO4%). Los autores observaron reducciones 9% y 16% en el CMS
y consumo de agua (CA), respectivamente, con respecto al tratamiento control, atribuyéndolo a
cambios en el balance energético de los animales. De todas formas, concentraciones de sulfato
hasta 2.500 mg/| en el agua de bebida serian toleradas por el ganado, sin efectos significativos

adversos sobre el consumo (Digesti y Weeth, 1976).
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Figura 2. Efecto de aguas de bebida con predominancia de cloruro de sodio (NaCl) o sulfatos
(SO4*) sobre el consumo de alimento (CMS) en bovinos. Las aguas con sulfatos fueron
consideradas como aquellas en donde el i6n SO4> representé mas del 40% de STD. (Base de datos:
Weeth y col., 1960; Weeth y Haverland, 1961; Weeth y col., 1968; Weeth y Hunter, 1971; Weeth
y Capps, 1972; Digesti y Weeth, 1976; Saul y Flinn, 1985; Ray, 1989; Kattnig y col., 1992; Sagery
Casagrande, 1998; Loneragan y col., 2001; Patterson y col., 2002, 2003; Ward y Patterson, 2004;
Cammack y col., 2010; Sexson y col., 2010; Visscher y col., 2013).

2.2. Consumo de agua en rumiantes

El agua de bebida es el nutriente mas importante para el ganado debido a que
interviene en la mayoria de los procesos fisioldgicos y se encuentra estrechamente relacionado al
consumo de alimento (NRC, 2016). Tanto es asi que una ingesta reducida de agua afecta
negativamente el consumo de alimento por parte del animal. Por ejemplo, reducciones de un 20%
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en el CMS fueron registradas cuando la oferta de agua se limitd a un 60% del consumo voluntario
en novillos (Utley y col., 1970).

Los requerimientos de agua estan influenciados por varios factores, destacdndose
fundamentalmente la temperatura y humedad ambiente, calidad nutricional y contenido de
materia seca del alimento, caracteristicas del animal (especie, raza, estado fisioldgico, actividad)
y la calidad de la fuente de agua disponible para los animales (Murphy y col., 1983; Arias y Mader,
2011). Sin embargo, en la actualidad la escasez de informacion dificulta determinar con exactitud
la magnitud en que cada factor afecta el consumo de agua.

El contenido total de sales en el agua de bebida es un factor que puede alterar
significativamente los requerimientos de agua del animal. En lineas generales se puede establecer
qgue a medida que aumenta el contenido de sal en el agua se incrementa su consumo (Figura 3),
debido a una necesidad del animal de eliminar a través de la orina las sales ingeridas en exceso
(Church, 1988). Sin embargo, la obligacion de excretar las sales en exceso y a la vez retener agua
para evitar una deshidratacidn requiere de una serie de cambios en el funcionamiento renal
(Meintjes y Engelbrecht, 2004). Es por esto que uno de los factores que determina la maxima
concentracién de sal en el agua que puede ser tolerada por los animales es su capacidad para

alterar la concentracion de solutos en orina (Kay, 1997).
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Figura 3. Efecto de la concentracién de sdélidos totales disueltos en el agua de bebida (STD) sobre
el consumo de agua (CA) en bovinos y ovinos. (Base de datos: Peirce, 1957, 1959, 1960; Weeth y
col., 1960; Peirce, 1962; Weeth y Haverland, 1961; Peirce, 1963; Weeth y Lesperance, 1965;
Wilson, 1966; Weeth y col., 1968; Weeth y Hunter, 1971; Tomas y col., 1973; Digesti y Weeth,
1976; Dixon y Milligan, 1983; Saul y Flinn, 1985; Ray, 1989; Kattnig y col., 1992; Assad y col., 1997,
Sager y Casagrande 1998; Zimmerman, 2003; Patterson y col., 2002, 2003; Johnson y col., 2004;
Attia-Ismail y col., 2008; Cammack y col., 2010; Sexson y col., 2010; Visscher y col., 2013; Yousfi y
col., 2016).

Como fue descripto anteriormente para el consumo de alimentos, el CA también
depende del tipo de sal predominante en la fuente agua disponible para los animales. Peirce
(1962) trabajando con ovejas a las cuales les ofrecid agua con soluciones compuestas por distintos
tipos de sales encontré que el CA se incrementd en proporciones diferentes de acuerdo al tipo de
sal en solucién. Por ejemplo, cuando el agua tenia 1,3% de NaCl el CA aumentd 100%, mientras
gue con un agua constituida por 0,98% NaCl + 0,3% CaCl, el CA aumentd solamente un 19%. Tomas
y col. (1973) también registraron aumentos en el consumo de agua en ovejas con concentraciones
de 0,8y 1,3% de NaCl. El aumento en CA seria explicado por una elevacién de la presidon osmética

del agua corporal la cual es detectada por osmoreceptores (posiblemente sensibles al Na)

ubicados en el hipotdlamo y en otros sitios del organismo induciendo a un mayor consumo de



agua (Fitzsimons, 1998). Por otro parte, es sabido que los cloruros (i.e., NaCl, MgCl) son menos
nocivos que los sulfatos (i.e., Na;SO4, MgS0,). Tal es asi que una concentracién de 4.110 mg/| de
NaCl incrementd el CA en un 18%, mientras que una concentracion de 5.000 mg/l de Na,SO4 lo
redujo en un 35%, con respecto a vaquillonas bebiendo agua de buena calidad (Weeth y Hunter,
1971). Una de las posibles razones del menor consumo de aguas sulfatadas es su menor
palatabilidad. Las aguas con sulfatos, en particular, poseen un fuerte sabor amargo (MgSQ, >
Na,S04> NaCl). Goatcher y Church (1970) concluyeron que el ganado es mas sensible a los sabores
amargos que a los salados, lo cual ayuda a explicar porque las sales de sulfato son rechazadas a
menores concentraciones que las sales de cloruros (Digestiy Weeth, 1976). A su vez, los rumiantes
tienen un apetito natural por el Na, principal cation del liquido extracelular y fuertemente
relacionado a los mecanismos que controlan la sed (Fitzsimons, 1979). Grout y col. (2006)
demostraron que el MgSQO, y el Na,SO, afectan en magnitudes disimiles el consumo de agua por
el ganado vacuno. Los autores proponen que el apetito por el Na podria anular en parte la
aversion a elevados niveles de sulfatos. Zimmerman (2003) no encontré diferencias significativas
en el consumo de MgS0O,y Na,SO4 para concentraciones de 1.500 mg/l y 3.000 mg/I. Sin embargo,
cuando los valores se elevaron a 4.500 mg/l, el ganado consumié significativamente menores
cantidades del agua que contenia MgSO,. La Figura 4 reporta los patrones de consumo de aguas

con diferentes concentraciones de SO4> y NaCl en el agua de bebida.
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Figura 4. Efecto de aguas de bebida con predominancia de cloruro de sodio (NaCl) o sulfatos
(SO4%) sobre el consumo de agua (CA) en bovinos. Las aguas con sulfatos fueron consideradas
como aquellas en donde el ién SO,* representd mas del 40% de TSD. (Base de datos: Weeth y col.,
1960; Weeth y Haverland, 1961; Weeth y col., 1968; Weeth y Capps, 1972; Digesti y Weeth, 1976;
Dixon y Milligan, 1983; Saul y Flinn, 1985; Ray, 1989; Weeth y Hunter, 1971; Kattnig y col., 1992;
Sagery Casagrande, 1998; Loneragany col., 2001; Zimmerman, 2003; Pattersony col., 2002, 2003;
Ward y Patterson, 2004; Grout y col., 2006; Cammack y col., 2010; Sexson y col., 2010; Visscher y
col., 2013).

Si bien la fisiologia renal es la que dicta en gran medida la tolerancia de una especie
animal en particular al agua salada, la temperatura ambiente también puede modificar
significativamente la tolerancia a aguas con concentraciones elevadas de sales a causa de que se
modifican los requerimientos hidricos del animal. Novillos bebiendo aguas con concentraciones
elevadas de sulfatos (hasta 2.300 mg/I) obtuvieron mejores ganancias de peso en los periodos del
ensayo donde las temperaturas ambientales fueron mas bajas (Loneragany col., 2001). Segun los
autores, esto se debié en parte a una alteracion de los requerimientos de agua en los animales
ocasionando que el efecto de los sulfatos, como consecuencia de la reduccién en el consumo de

agua, fuese menor en los periodos con temperaturas bajas. La temperatura explicé un 25,7 % de

la variacion en el consumo de agua.
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2.3. Metabolismo ruminal

Los rumiantes cubren la mayor parte de sus requerimientos energéticos a partir de
la fermentacién de los carbohidratos (e]. celulosa, hemicelulosa, almiddn, azlcares), la cual es
llevada a cabo por los microorganismos en el rumen. Los principales productos finales derivados
de esta fermentacion son los acidos grasos volatiles (AGV), los cuales son absorbidos a través de
la pared ruminal cubriendo gran parte de los requerimientos energéticos del animal (Sutton,
1979). La concentracion ruminal y la proporcién de los AGV depende fundamentalmente de la
composicion de la dieta, y de las caracteristicas del ambiente ruminal (pH, tasa de pasaje,
poblacién microbiana, etc.).

La presencia de elevadas concentraciones de sales minerales en el rumen genera
condiciones (osmolalidad, tasa de pasaje, cambios en los sitios de digestidn, etc.) que pueden
afectar la digestibilidad ruminal de alimentos. En este sentido, resultados obtenidos a partir de
ensayos tanto in vitro como in vivo con infusiones ruminales de sales pueden contribuir a la
comprensidn de las modificaciones que ocurren en el tracto digestivo debidas al consumo de
aguas con concentraciones elevadas de solutos. Conocer el efecto del agua salada sobre la
digestibilidad y consumo permitira predecir con mayor precision el valor nutritivo y el potencial
de producciéon de un determinado alimento en animales consumiendo aguas salobres.

2.3.1. Digestibilidad del alimento
* In vitro:

El efecto de excesos de sales sobre la digestibilidad in vitro ha sido determinado en forma
directa en pocos trabajos (Cardon, 1953; Hubbert y col., 1958; Martinez y Church, 1970; Bergen,
1972; Harrisony col., 1992; Coriay col., 2007; Durmicy col., 2010, datos no publicados). Minerales
suministrados en concentraciones adecuadas optimizan la actividad fermentativa de los

microorganismos ruminales, ya sea por un aumento en la poblacion de los mismos y/o su actividad
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enzimatica (Hubbert y col., 1958). Contrariamente, concentraciones de minerales en exceso
deprimen la producciéon de gas y la digestion de sustratos in vitro (Fay y Ovejero, 1986; Coria y
col., 2007; Durmic y col., 2010, datos no publicados). No obstante, el efecto varia con el tipo de
microorganismo ruminal. Por ejemplo, concentraciones de azufre del orden de 1.000 mg/I
afectaron negativamente la digestion in vitro de la celulosa, pero la del almidén no lo fue con
concentraciones de hasta 11.000 mg/I, sugiriendo una mayor tolerancia de los microorganismos
amiloliticos que los celuloliticos a la concentracién ruminal de azufre (Hubbert y col., 1958;
Kennedy y col., 1971; Harrison y col., 1992). Durmic y col. (2010, datos no publicados) en un
estudio con dietas de alto contenido de sales (200 g NaCl/kgMS) observaron menor produccién
de gas o fermentabilidad in vitro que el control (15 g NaCl/kgMS).

Parte de los efectos de las sales sobre la fermentabilidad in vitro pueden ser
atribuidos a un incremento en la osmolalidad. Bergen (1972) reportd que la digestiéon de la
celulosa in vitro fue casi inhibida por completo cuando la osmolalidad se elevé por encima de 400
mOsm/kg como consecuencia del agregado de sales (NaCl y NaAc). Una observacion interesante
realizada por Coria y col. (2007) en un estudio de degradabilidad in vitro (sustrato, Thinopyrum
ponticum) con concentraciones elevadas de sales totales y sulfatos, sugieren que la formacién de
grumos en los fermentadores en las concentraciones mas elevadas (7.000 mg/l) podrian limitar el
acceso al material a digerir. Los resultados discutidos indican que concentraciones elevadas de
sales deprimen la degradabilidad de los sustratos.

* In vivo:

La Figura 5 resume los resultados de trabajos que muestran el impacto del NaCl
dietario sobre la digestibilidad del alimento. El agregado de NaCl redujo la digestibilidad de la
materia seca (DMS) en 28 de 33 comparaciones, promediando 4,4 puntos porcentuales de

reduccion respecto al tratamiento control con un consumo de 8 g NaCl/kgPV°7>. Si bien existe
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evidencia cientifica que la fermentacidn puede ser afectada por un incremento en la osmolalidad
ruminal (Bergen, 1972; Rogers y col.,, 1979), el acceso ad libitum a aguas de calidad
probablemente posibilitd a los animales de los trabajos analizados disminuir rdpidamente la
presidon osmética ruminal mediante el incremento del consumo de agua (Thomas y col., 2007).
Dificilmente entonces la disminucidon en la DMS pueda ser atribuido a una elevacién en la
osmolalidad ruminal en estos casos. Por ejemplo, Croom y col. (1982) alimentando novillos con
dietas con 7% de NaCl no registré cambios en la osmolalidad (273 vs. 277 mOsm/kg), pero los
animales tratamiento consumieron un 140% mdas agua respecto a los animales control. No
obstante, aumentos en el consumo de agua disminuyen la tasa de digestién de la fibra, debido
posiblemente a una dilucién de la poblacidn microbiana que dificulta el contacto sustrato-enzima
y a una disminucién en el tiempo de retencién ruminal como consecuencia del incremento en la

tasa de dilucién (Baker y Harris, 1947; Berger y col., 1979; Berger y col., 1980).
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Figura 5. Respuesta en la digestibilidad de la materia seca (DMS) ante incrementos en el consumo
de cloruro de sodio (NaCl). (Base de datos: Cardon, 1953; Wilson, 1966; Rogers y col., 1982; Reffett
y Boling, 1985; Godwin y Williams, 1986; Masters y col., 2005; Thomas y col., 2007).
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Concentraciones elevadas de sales (principalmente NaCl) en el rumen incrementan el
consumo de agua disminuyendo el tiempo de residencia del alimento (Croom y col., 1982; Amaral
y col. 1985; Rundgren y col., 1990). Hemsley y col. (1975) observaron que el tiempo de retencién
de Cr-EDTA disminuyd de 20 h a 12 h en ovejas al consumir alimentos con 11,75% NaCl y beber
agua con 10.000 mg/l de NaCl. Contrariamente, menores consumos de agua aumentan la
digestibilidad del alimento debido en este caso a un mayor tiempo de retencidn de la fibra en el
rumen (Asplund y Pfandes, 1972; Ray, 1989). Por lo tanto, aguas con elevados niveles de sulfatos
podrian incrementar los tiempos de retencion en el rumen como consecuencia de un menor
consumo de agua y/o motilidad ruminal (Bird, 1972; Kandylis, 1984; Loneragan y col., 2001; Grout
y col., 2006; Drewnoski y col., 2014). Sin embargo, los resultados de trabajos con aguas salobres
in vivo son inconsistentes. Investigadores trabajando especificamente con aguas de bebida con
elevados niveles de NaCl no observaron diferencias en DMS en dietas de calidad media a pesar de
reportar incrementos en el consumo de agua mayores al 50% (Wilson, 1966; Tomas y col., 1973;
Attia-Ismail y col., 2008). Por otro lado, Sager y Casagrande (1998) mostraron una mejoria de un
16% con respecto al control en la digestibilidad de pasto llorén (Eragrostis curvula, forraje de baja
calidad) con bovinos bebiendo agua con 6.000 mg/I de STD, de los cuales 2.600 mg eran sulfatos,
aunque no observaron diferencias cuando se les ofrecid un forraje de alta digestibilidad (heno de
alfalfa). En un trabajo reciente, Tsukahara y col. (2016) a pesar de no observar diferencias en el
consumo de agua, reportaron disminuciones de hasta un 10% en la DMS en cabras bebiendo
aguas con 6.900 mg/I de STD de los cuales 2.478 mg eran sulfatos.

2.3.2. Pardmetros ruminales
* Acidos grasos volatiles y tasa de dilucién:
La Tabla 1 resume resultados de trabajos que evaluaron la influencia del agregado de

sales sobre parametros ruminales. Harrison y col. (1975), Thomson y col. (1978), Rogers y col.
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(1979), Rogers y Davis (1982) y Godwin y Williams (1986) concuerdan que la infusidén ruminal de
sales modifica la salida de flujo liquido desde el rumen y la concentracién y proporcién de AGV,
siendo los niveles de respuesta afectados por el tipo de dieta ofrecida al animal. Aumentos en la
concentracién de sodio (elemento osméticamente activo) a nivel ruminal incrementa la presién
osmotica (Carter y Grovum, 1990), estimulando el consumo de agua y el flujo de salida de la fase
liqguida desde el rumen (Rundgren y col., 1990). En este sentido, Church (1988) propone que la
administracién de sales altamente solubles (NaCl, NaHCOs) incrementa el turnover liquido como
consecuencia del aumento en el consumo voluntario de agua, modificando los productos finales
de la fermentacidn de carbohidratos. Los componentes dietarios mds solubles son arrastrados
fuera del rumen cambiando el sitio de digestién al tracto digestivo inferior, alterando
consecuentemente la producciéon y proporcién molar de AGV (Figura 6). Incrementos en la tasa
de dilucion del licor ruminal han sido asociados con una mayor eficiencia en la sintesis de proteina
microbiana y una menor produccién de propionato en rumen (Harrison y col.,, 1975). En
concordancia, Rogers y col. (1979) y Rogers y Davis (1982) observaron que la infusidon de sales
redujo la concentracidn molar de AGV ruminales. En ovejas, Godwin y Williams (1986) reportaron
menores concentraciones de AGV con respecto al control a partir de infusiones de NaCl superiores
a 43 g/d. Los autores sostuvieron que la reduccion estuvo relacionada con la disminucién en la
digestibilidad de la materia orgdnica como consecuencia del aumento en la tasa de pasaje a través

del tracto digestivo.
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Figura 6. Efecto del aumento en el flujo del liquido ruminal como consecuencia del agregado de
sales sobre la relacion acético : propidnico. (Base de datos: Harrison y col., 1975; Thomson y col.,
1978; Rogers y col., 1979; Rogers y Davis, 1982; Wiedmeier y col., 1987; Fraley y col., 2015).

Es importante aclarar que la modificacion en los patrones fermentativos no solo
depende de la naturaleza y cantidad de sal suministrada sino también de la dieta basal. Rogers y
Davis (1982), trabajando con novillos fistulados y dos tipos de dieta (concentrada vs. fibrosa) e
infusiones de NaHCOs o NaCl, observaron un incremento en la tasa de dilucién y del flujo total de
liguido ruminal y en la relacidn acido acético : propidnico (A : P) en la racién concentrada. Sin
embargo, en la dieta fibrosa no se observaron los mismos efectos a pesar de haberse aumentado
también la salida total de fluido desde el rumen. Los autores atribuyeron la menor produccion de
propionato en la dieta concentrada, como consecuencia de la infusidn de sales, al lavado de los
materiales rapidamente fermentables. En coincidencia con estos resultados, Wiedmeier y col.
(1987) observaron incrementos significativos en la salida del fluido total desde el rumeny en la
relacién A : P al agregar 2% de NaCl o NaHCO; a una dieta estandar para vacas lecheras. Por otro

lado, Russell y Chow (1993) teorizaron que el agregado de bicarbonatos al rumen incrementaria
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la tasa de dilucidn, aumentando el flujo de escape de almiddén a la degradacion ruminal,
reduciendo la produccién de acido propidnico.

Cuando el consumo de la sal es mediante el agua de bebida, lainformacidn disponible
es escasa y de resultados confusos. Valtorta y col. (2008), observaron que los parametros
ruminales no fueron afectados en animales consumiendo aguas con elevados niveles de sales
(hasta 10.000 mg/I STD) cuando pastoreaban alfalfa fresca, atribuyendo los resultados obtenidos
a la elevada capacidad buffer del rumen. A su vez, aguas de bebida con concentraciones de hasta
13.000 mg NaCl/I no produjeron cambios significativos en la salida de liquido desde el rumen en
ovejas, a pesar que el consumo de agua se incrementd un 113% con respecto al control (Tomas y
Potter, 1975). En concordancia con estos trabajos, Katting y col. (1992) tampoco observaron
diferencias en la cinética del fluido ruminal en novillos bebiendo aguas con 2.300 mg/| STD. En
contraste, el suministro de agua de bebida con 13.000 mg/I NaCl incrementé no solo el consumo
de agua sino también el flujo de liquidos a través del rumen (Potter y col., 1972). Similarmente,
Attia-Ismail y col. (2008) observaron que la tasa de turnover aumentdé un 36% en ovejas como
consecuencia de un incremento del 73% en el consumo de agua con 12.330 mg/| STD.

En lineas generales, estos resultados sugieren que el agregado de sales genera
modificaciones en el metabolismo ruminal del animal, manifestandose a través de cambios en la
produccion total y proporcién de AGV, tasa de turnover y flujo de la fase liquida ruminal. A pesar
de esto, el impacto de las sales cuando son ingeridas a través del agua de bebida permanece aln
poco desarrollado, requiriendo este tema mayor investigacion.

* Poblacion microbiana:

La mayoria de los trabajos publicados considerando el impacto de los minerales

sobre los microorganismos ruminales se han centrado en definir los niveles a los cuales se

maximiza el crecimiento y actividad microbiana (Harrison y col., 1992). Resultados obtenidos por
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diversos investigadores indican que ante condiciones deficitarias el agregado de ciertos minerales
incrementa el niUmero y actividad de los microorganismos ruminales (Bray y Hemsley, 1969; Slyter
y col., 1986; Wiedmeier y col., 1987; Promkot y col., 2007). Las bacterias encargadas de la
digestion de la celulosa in vitro parecen ser mas sensibles a los microminerales (Cu, Co, Zn, B) que
a los macrominerales (S, Mg, Ca, Mn, Fe; Hubbert y col., 1958). A pesar de esto, existe poca
informacién relacionada al impacto de elevadas concentraciones de sales sobre la poblacidn
ruminal (Hubberty col., 1958; Potter y col., 1972; Slyter y col., 1986; Alves de Olivera y col., 1996;
Durmicy col., 2010, datos no publicados), y solo algunos trabajos se enfocaron sobre el efecto de
aguas con altos tenores salino (Coria y col., 2007; Valtorta y col., 2008; Yousfi y col., 2016).

Coria y col. (2007) concluyeron que la actividad microbiana in vitro disminuyo ante
concentraciones elevadas de sales (7.000 mg/l STD), mientras que Valtorta y col. (2008)
trabajando con aguas de hasta 10.000 mg/I STD no observaron modificaciones in vivo ni en las
bacterias ruminales ni en la poblacién de protozoos de vacas Holando. La aparente contradiccion
entre ambos estudios puede ser atribuida a las condiciones mas estables del ambiente durante
los ensayos in vitro. Probablemente el aumento en la osmolalidad in vivo seria de menor
magnitud, ya que otros factores afectarian las respuestas observadas. Extrapolar resultados in
vitro a in vivo puede resultar desacertado en determinadas situaciones. Por otro lado,
incrementos en la tasa de pasaje del alimento como consecuencia de consumos elevados de NaCl
(150 g/d), redujeron las concentraciones de protozoos y Selenomonas en rumen (Hemsley y col.,
1975). En un estudio reciente, Yousfi y col. (2016) reportaron una reduccidn sustancial en la
concentracién ruminal de protozoos en corderos bebiendo aguas enriquecidas con NaCl o Na;S0,.

2.4. Respuesta animal
El aumento medio diario de peso (AMD, kgPV/d) esta positivamente relacionado con

el consumo de alimento (NRC, 1996). En lineas generales, el AMD depende de la energia retenida
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por sobre los requerimientos de mantenimiento del animal, denominada energia neta (EN; Di
Marco, 2006) utilizada para la produccion de carne, leche, lana, etc. Por lo tanto, un consumo
elevado de alimento independientemente del tipo y tamafio animal se traduce en una mayor
retencidn de energia destinada a ganancia de peso.

En base al perjuicio ocasionado fundamentalmente sobre el CMS como consecuencia
de laingesta de aguas extremadamente salinas, es |6gico pensar en respuestas animales inferiores
a las obtenidas bajo las mismas condiciones de produccién, pero con menores contenidos de
solutos en el agua de bebida. De acuerdo a los datos presentados en la Figura 7 se observa que la
disminucion en el AMD en bovinos estd explicada en gran parte por la reduccién en el CMS como

consecuencia de la ingesta de elevadas cantidades de sal.
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Figura 7. Efecto de la concentracién de sdlidos totales disueltos en el agua (STD) sobre el aumento
medio diario (AMD) y su relacién con el consumo de alimento (CMS) en bovinos. (Base de datos:
Weeth y col., 1960; Weeth y Haverland, 1961; Weeth y col., 1968; Weeth y Hunter, 1971; Weeth
y Capps, 1972; Digesti y Weeth, 1976; Saul y Flinn, 1985; Ray, 1989; Loneragan y col., 2001;
Patterson y col., 2002, 2003; Ward y Patterson, 2004; Cammack y col., 2010; Sexson y col., 2010).

Sin embargo, la afectacion en el AMD parece ser de una magnitud mayor a la

reduccion sobre el CMS indicando alguna alteracidn en la eficiencia con que el animal utiliza la
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energia proveniente del alimento. Este aspecto es evidenciado en la Figura 8, en la cual se observa
que la eficiencia de conversion alimenticia desmejora con incrementos en la concentracién de sal
en el agua de bebida. Existen indicios que documentan que el consumo elevado de sales en
rumiantes ocasiona una pérdida de eficiencia energética (Moseley y Jones, 1974; Arieli y col.,
1989) asociado a un incremento en la produccién de calor (Rumpler y Johnson, 1987).
Desbalances en los fluidos corporales extra e intracelulares de Na y K ocasionado por consumos
elevados de NaCl incrementd los gastos energéticos de mantenimiento en capones reduciendo
sus parametros productivos (de Waal y col., 1989). El transporte de iones Na*/K* a través de las
membranas representa entre un 20 a 30% del gasto energético de mantenimiento en los animales
(Baldwin y col., 1980) como consecuencia del ATP demandado por la bomba Na/K ATPasa para el
mantenimiento del potencial de membrana (Di Marco, 2006). A su vez, niveles de azufre dietarios
mayores a 0,20% MS puede tener efectos detrimentales sobre la eficiencia de particion de la
energia, disminuyendo la EN dietaria y la conversidn (Zinn y col., 1997). Estos y mayores niveles
de azufre podrian ser consumidos por el ganado a través de aguas con elevados niveles de sulfatos
qgue, sumado a los otros minerales disueltos en el agua de bebida, pueden elevar el costo
energético de mantenimiento del animal con su consecuente detrimento en la produccién. Por
otro lado, altas concentraciones de sulfatos generan deficiencias secundarias de ciertos minerales
(ej. cobre), llegando a ocasionar entre otros problemas menores tasas de crecimiento (McDowell
y Arthington, 2005).

A pesar de esto, aguas con concentraciones de sales por debajo de 2.000 mg/| STD
en principio no afectaria la eficiencia de conversion del animal. Incluso, con niveles medios (4.000
mg/| STD) pueden llegar a suplir las deficiencias minerales de forrajes de baja calidad, estimulando
el consumo de alimento y produccién de los animales (Sager y Casagrande, 1998). Por otro lado,

el uso de sal (ej. NaCl) en cantidades moderadas podria ser util por mejorar la eficiencia
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alimenticia debido a un aumento en los nutrientes bypass en dietas concentradas

energéticamente (Cheng y col., 1979; Croom y col., 1982).
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Figura 8. Efecto de la concentracidn de sélidos totales disueltos en el agua (STD) sobre la eficiencia
de conversion alimenticia en bovinos — no se incluyeron las respuestas animales con AMD
negativos —. (Base de datos: Weeth y col., 1960; Weeth y Haverland, 1961; Weeth y col., 1968;
Weeth y Hunter, 1971; Weeth y Capps, 1972; Digesti y Weeth, 1976; Saul y Flinn, 1985; Ray, 1989;
Loneragan y col., 2001; Patterson y col., 2002; Patterson y col., 2003; Ward y Patterson, 2004;
Cammack y col., 2010; Sexson y col., 2010).
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Tabla 1. Influencia de sales sobre la concentracién de acidos grasos volatiles ruminales (AGV) y tasa de dilucion del liquido ruminal

AGV?
Dieta?

) ) Tratamientos Tasa de
Referencias ~ Animal c Total ACE PROP BUT ACE:PROP Dilucién
% Medio Sal Unidad Dosis mM mol/100mol %/h
Pottery col., Oveja 100 Agua NacCl mg/| 0 77,2 13,7
1972 13.000,0 78,1 18,3
0 103,3 15,5
13.000,0 75,1 21,1
Harrisonycol, Oveja 90,7 9,3 Infusién NaHCOs g/d 0 62,7 27,8 2,2 6,0
1975 100,0 68,6 25,2 2,7 8,6
Thomson y Oveja 38 62 Dieta Mezcla g/d 0 52,0 350 12,0 1,5 3,6
col., 1978 60,2 59,0 27,0 14,0 2,2 5,3
127,8 67,0 18,0 15,0 3,7 6,4
0 57,0 31,0 120 1,8 3,6
45,7 650 21,0 14,0 3,1 3,8
96,5 67,0 190 14,0 3,5 4,3
Cheng y col., Vaca 100 Dieta NaCl % 0,5 4,3
1979 100 4,0 55
Rogersycol, Novillo 10 90 Infusion  Control g/d 0 176,2 46,1 45,2 8,7 1,0 5,5
1979 NacCl 500,0 126,8 57,3 32,7 10 1,7 7,1
NacCl 1.000,0 105,5 58,2 32,1 9,7 1,8 7,1
84 16 Infusién  Control 0 121,8 72,7 17,5 9,8 4,1 9,7
NacCl 500,0 109,6 73,6 18,1 8,3 4,1 10,1
NacCl 1.000,0 86,6 729 1838 8,3 3,9 11,2

Croomycol, Novillo 20 80 Dieta NacCl g/d 49,0 53,2 298 114 1,8

1982 278,0 57 28,4 9,9 2,01

499,0 58,9 23,7 123 2,5
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Tabla 1. Continta

611,0 61 239 10,5 2,5
Rogers y Davis, Novillo 25 75 Infusion  Control g/d 0 124,5 56,3 30,2 12,1 1,9 4,2
1982 NaHCO; 288,0 106,5 62,5 22,6 13,6 2,8 5,6
NaCl 200,0 103,5 60,3 24,7 13,5 2,4 4,7
NaCl 600,0 93,6 61,7 21,7 14,2 2,8 5,5
Novillo 82 18 Infusién  Control g/d 0 92,3 70,6 16,8 11,3 4,2 10,2
NaHCO; 288,0 91,6 70,5 169 113 4,2 9,5
NacCl 200,0 88,9 70,8 16,7 115 4,2 10,8
NacCl 600,0 84,9 71,2 16,8 10,8 4,2 11,3
Rogersy col., Vaca 25 75 Dieta Control % 0 123,8 49,3 389 9,9 1,3 10,3
1982 lechera NaHCO3 2,0 1193 583 252 152 2,3 12,4
NacCl 2,0 112,6 546 32,0 11,9 1,8 12,2

Amaralycol.,,  Vaca Dieta NaCl g/d 163,2 56,5 22,0 14,5 2,7

1985 816,0 60,7 19,6 13,6 3,1
Godwin y Oveja 100 Infusion NaCl g/d 0 84,0 2,8
Williams, 1986 29,2 88,0 3,0
43,8 81,0 3,2
58,4 80,0 3,8
73,0 79,0 4,3
87,6 76,0 5,4
116,8 75,0 6,1

Oveja 100 Infusién NaCl g/d 0 80,0
116,8 71,0
Harveyycol, \ovilo 100 Dieta  NaCl g/d 23,0 74,2 658 19,1 3,5

1986
195,0 68,3 66,8 18,1 3,7




Tabla 1. Continta

Wiedmeier y Vaca
col., 1987 lechera

West y col., Vaca

1987 lechera

Arieliy col.,  Cordero
1989

de Waal y col., Cordero
1989

Kattnigy col.,  Novillo
1992

Durmicy col., Novillo
2006

Oveja

40

100

100

50 Dieta

60 Dieta

Dieta

Infusion

Agua

Dieta

Dieta

Control
NaHCO;
NacCl
Control
NaHCO3
K2CO3
K2COs
Control
NaCl

Mezcla

Mezcla

NaCl

NaCl

%

g/d

g/d

g/d

g/d

%

%

23,0

186,0
22,0
194,0

22,0
192,0

2,0
2,0

334,5
268,7
407,0

86,0

5,0

15,0
30,0
7,7
53,6
1,5
20,0
1,5
20,0

85,0

81,1
70,9
63,9

70,8

59,9
108,7
96,7
112,0
123,4
119,9
108,6
114,9
36,6
32,7

51,9
37,6
28,1
19,9

70,7

71,9
67,9
68,7

72,8
72,8

53,7
53,7
52,9
57
64,3
71,4
64,7

64,1

60,8
59,6

67,0
76,0
71,0
77,0

17,2

17,0
17,6
16,8

17,0

17,8

29,4
27,4
27,8
22,5
25,2
20,1
12,4

11,7

11,6
11,8

22,0
18,0
12,0
13,0

12,1
14,2
14,1
15,5
10,5
8,5

8,0

7,3

7,1
7,1

10,0
7,0
17,0
10,0

4,1

4,2
39
4,1

4,3

4,1
3,3
3,8
3,9
1,9
2,1
2,0
2,6
2,5
3,5
5,2

55

5,2
5,0

3,0
4,2
5,9
5,9

3,9
4,5
4,4
14,6
13,5
14,7
13,9

8,0
7,8
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Tabla 1. Continta

Attia-Ismaily ~ Oveja 65

col., 2008

Valtortaycol., Vaca 624

2008. lechera
Fraley y col., Vaca 56
2015 lechera

35

37,6

44

Agua

Agua

Dieta

NaCl

Mezcla

K2CO3

mg/|

mg/|

g/d

420,0
4.040,0
8.150,0
12.330,0
1.000,0
5.000,0
10.000,0

0

291,0

549,1

117,5
114,6
113,9
130,1
129,8
126,7

76,5
74,0
75,3
61,6
64,5
66,1

24,7
24,4
23,3
25
23,3
21,6

11,5
11,3
11,2
13,4
12,2
12,3

31
3,0
3,2
2,6
2,9
31

39
4,1
4,2
53

11,6
12,2
12,7

1F = forraje; C = concentrado.

2 ACE = acetato; PROP = propionato; BUT = butirato; ACE : PROP = relacidn acetato : propionato.
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3. Alternativas para mejorar la utilizacion de aguas de bebida con elevados tenores salinos en
rumiantes
3.1. Exposicion Temprana

Si bien se considera que el comportamiento animal esta fijado genéticamente,
experiencias a edades tempranas a través de interacciones genoma - ambiente, influyen sobre
la expresidon de genes desencadenando cambios neuroldgicos, morfoldgicos y fisioldgicos que
pueden modificar subsecuentemente la respuesta de un individuo de manera permanente
(Provenza y Balph, 1990; Provenza, 1995; Provenza y col., 1998). En los ultimos afios se ha
generado un numero considerable de estudios que evidencian la importancia del entorno
durante periodos sensibles a lo largo de la gestacidn y en la vida postnatal temprana (Larson y
col., 2009; Du y col., 2010; Wiedmeier y col., 2012; Miller-Cushon y col., 2013; Mecawi y col.,
2015). En base a esto, experiencias con dietas y habitats que varian en calidad pueden impactar
significativamente en la productividad del animal durante su vida adulta. Por ejemplo, terneras
gue consumieron paja de trigo tratada con amoniaco al pie de la madre mostraron mejor
desempefio como adultas (mejor condicién corporal, mayor produccidon de leche y menor
pérdida de peso) que terneras similares que consumieron paja de trigo sin amoniaco al pie de la
madre (Wiedmeyer y col., 2002). En este aspecto, la adaptacion a aguas con elevados tenores
salinos también podria estar relacionado con experiencias tempranas, asociado a cambios
fisiolégicos en los animales (Wilson, 1978). Existen antecedentes que indican que los
mecanismos relacionados al balance hidro-mineral son factibles de ser alterados bajo diferentes
desafios perinatales durante ciertos periodos criticos de la ontogenia en los animales (Arguelles
y col., 2000; Mecawi y col., 2009, 2015). Kathleen y col. (2004) demostraron que la exposicion a
distintos niveles de cloruro de sodio durante la gestacion y a edades tempranas generé cambios
profundos y perdurables sobre el comportamiento y la fisiologia de la regulacion de los fluidos

corporales en ratas.
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Cuando los animales ingieren grandes cantidades de sal estdn obligados a excretar
los excesos para poder mantener el balance de iones dentro de rangos fisioldgicos normales. En
este sentido, los rifiones juegan un rol importante en la regulacién del balance de agua y
electrolitico del organismo (Hall, 2010). Por lo tanto, rifiones con mayor capacidad para excretar
mas eficientemente el exceso de sal consumida seria una adaptacién valiosa para animales que
ingieren grandes volumenes de sal, ya sea a través del alimento o del agua consumida. El balance
de sal, incluyendo los procesos de reabsorcidon y excrecién a nivel tubular, esta regulado
principalmente por factores humorales, donde el sistema renina-angiotensina (SRA) cumple una
destacada funcion (Cunningham y Klein, 2009). El SRA colabora en la regulacion a largo plazo de
la presion sanguinea y el volumen extracelular corporal. La renina es una enzima secretada por
las células yuxtaglomerulares, en el tubulo contorneado distal de las nefronas (unidad funcional
de los rifiones). Esta enzima se secreta en respuesta a determinados estimulos como pueden ser
una disminucién de la presion de perfusidon renal (debido generalmente a una hipotension
sistémica) o también como consecuencia de una hiponatremia (disminucién del sodio en
sangre). La liberacién de renina conduce a normalizar la presidn arterial y el volumen sanguineo,
a través del efecto de la angiotensina Il (potente vasoconstrictor) sobre la hormona aldosterona
qgue impulsa la reabsorcién de sodio por el rifidn (Figura 9). Por lo tanto, modificaciones en el
funcionamiento del SRA podrian afectar la cantidad de sal que los animales pueden llegar a
consumir, debido a que se altera su capacidad para excretar el exceso de sales. Se ha observado
gue consumos elevados de sal durante la prefiez y el periodo postnatal temprano en ratas y
ovejas pueden disminuir la actividad de la renina plasmatica (ARP) en la descendencia,
alterandose el consumo de agua, alimento y el balance de sal, incrementandose la tolerancia a
consumos excesivos de sales (Alves da Silva y col., 2003; Chadwick y col., 2009; Digby y col.,

2010).
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Figura 9. Esquema del sistema renina-angiotensina. Linea punteada indica inhibicién. Enzima
convertidora de angiotensina (ECA). Adaptado de Cunningham y Klein (2009).

Del marco tedrico descripto puede deducirse que las experiencias tempranas del
ganado puede ser una herramienta importante de manejo para lograr animales mejor
adaptados a su ambiente, en este caso a una mayor tolerancia a aguas con elevados contenidos
de sales. Asi, los rumiantes expuestos a edades tempranas al consumo de aguas de bebida con
elevados contenidos de sales (cloruros de sodio y sulfatos), con posterioridad tendrian una
mayor capacidad para excretar los excesos de sales al beber la misma clase de agua al que fueron

expuestos mejorando su desempefio productivo.

3.2. Suplementacion Proteica
Los rumiantes alimentados con forrajes con escaso contenido proteico poseen
mecanismos fisiolégicos eficientes que les permite reducir las pérdidas de N enddgeno y
reciclarlo en forma de urea al rumen para mantener la sintesis de proteina microbiana
(Wickersham y col., 2004; Starke y col., 2013). El reciclaje de N es un aspecto importante del
metabolismo proteico, y se estima que entre el 10 al 50% de la urea sintetizada en el higado
retorna al rumen ya sea a partir de la transferencia directa desde la sangre a través del tejido

epitelial o mediante la saliva (Lapierre y Lobley, 2001). Al respecto, el rindn desempeifia una
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importante funcidn en los mecanismos fisioldgicos de adaptacion a dietas pobres en N (Tebot y
col., 1998). En este sentido, se ha reportado que animales consumiendo dietas deficientes en
proteina disminuyen la excrecion de N urinario y urea-N (Silanikove, 1984; Marini y col., 2004).
Desde hace algin tiempo se conoce que los tubulos renales estdn involucrados en el
metabolismo del N, y que los animales incrementan la reabsorcion de urea con dietas bajas en
proteina (Schmidt-Nielsen y col., 1958). De esta forma, la urea reabsorbida a nivel renal, que
puede retornar al rumen a través del torrente sanguineo, cumple un importante rol en la
economia del N (Starke y col., 2012). A su vez, se han informado cambios en el flujo de plasma
renal y en la tasa de filtrado glomerular (TFG; indica el volumen de fluido filtrado por unidad de
tiempo, y es utilizado como indicador de la funcién renal a nivel de glomérulo) en animales
consumiendo dietas deficientes en N (Eriksson y Valtonen, 1982; Marini y Van Amburgh, 2003).
Una reduccion en TFG se ha sefialado como el principal factor responsable de la retencion de
urea a nivel renal (Leng y col., 1985; Cirio y Boivin, 1990; BoldizZarova y col., 1999). Debido a que
la urea es filtrada libremente en los capilares glomerulares, la tasa de excrecién tedrica mdxima
para urea queda definida por el producto de TFG y la concentracidn de urea en plasma (NUP),
considerando al flujo de orina estable (Hall, 2010). Asi, una reduccion en TFG acompafiado por
unincremento en la reabsorcién urea parece ser larespuesta renal que contribuye a laeconomia
del N de los animales alimentados con dietas con escaso contenido proteico (Ergene y Pickering,
1978).

En el contexto del presente trabajo de tesis resulta importante tener en cuenta que
los mecanismos renales descriptos pueden ser alterados por el consumo elevado de sales.
Resultados de estudios previos sugieren que el consumo de sal puede ejercer una influencia
post-glomerular sobre la reabsorcion y excrecion de urea (Potter, 1961; Schmidt-Nielsen y col.,
1961). Por ejemplo, un aumento del 37% en la excrecidn de urea-N fue reportado en vaquillonas
bebiendo agua con 1% NaCl con respecto al grupo control (Weeth y Lesperance, 1965). En

ovejas, infusiones de NaCl y KCl incrementaron la excrecidon de N-urea en la orina, a la vez que
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disminuyd NUP (Godwin y Williams, 1984). En un estudio mas reciente, Meintjes y Engelbrecht
(2004) observaron mayor excrecién de urea a través de la orina como consecuencia de un
aumento en TFG y en la excrecion fraccional de urea en ovejas consumiendo niveles elevados
de NaCl. De acuerdo a estos resultados, se puede pensar que rumiantes consumiendo agua con
elevados contenidos de sales tendrian alterada su habilidad de ahorrar N afectando la capacidad
para utilizar forrajes de baja calidad.

La suplementacidn proteica es una de las estrategias nutricionales mas
desarrolladas que ha demostrado frecuentemente mejorar la eficiencia de utilizacidon de los
forrajes deficientes en proteinay la retencién de N por los rumiantes (Koster y col., 1996; Mathis
y col., 2000; Wickersham y col., 2008). Ademas de esto, un aumento en el consumo de proteina
puede modificar también la hemodinamica renal caracterizada por una respuesta de
hiperfiltracion, definido por un incremento en TFG y en el flujo sanguineo renal (Cirillo y col.,
2002). Debido a que la homeostasis de las sales es controlada entre otros factores por el
funcionamiento renal (Hall, 2010), una hiperfiltracién estaria contribuyendo en cierta manera a
mejorar la capacidad para excretar las sales consumidas en exceso. En apoyo a esto, resultados
previos muestran que esta respuesta renal estimula la natriuresis (excrecién de Na en orina) a
un nivel que puede afectar el balance de Na del organismo (Cirillo y col., 1998), siendo esta
accion inducida por la ingestién de proteinas y no por carbohidratos o grasas (King y Levey,
1993).

Por otro lado, la necesidad de excretar el exceso de sales consumidas mientras que
al mismo tiempo retener suficiente agua para prevenir deshidrataciéon requiere de ciertos
cambios en el funcionamiento renal (Meintjes y Engelbrecht, 2004). Esto determina que uno de
los principales factores que define la concentracidn de sal que puede ser tolerada en el agua de
bebida es la capacidad méxima que tienen los animales de concentrar la orina (Kay, 1997). La
habilidad para producir orina concentrada o diluida permite a los individuos variar la excrecion

de agua para que coincida con el consumo de agua, manteniendo asi una osmolalidad plasmatica
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sanguinea constante (Sands, 2007). Al respecto, esta bien documentado que la urea en el rifidn
es esencial en los procesos de concentracidén de la orina (Marini y col., 2006), debido a que
contribuye en gran medida a la generacidn de una medula renal hiperosmética (Hall, 2010). Al
ser la urea un producto del metabolismo proteico de los rumiantes, dietas altas en proteina
incrementan la capacidad de concentrar la orina (Ergene y Pickering, 1978; Bankir y col., 1993).
Rabinowitz y col. (1973) trabajando con ovejas observaron que la habilidad para concentrar la
orina fue mayor en dietas con altos contenidos de proteina (14,0 vs. 4,9 %PB). Por el contrario,
la reduccién en el consumo de proteina ha sido reportado ser un factor que disminuye
significativamente la habilidad para concentrar la orina en ovejas y también en otros rumiantes
(Schmidt-Nielsen, 1979; Eriksson y Valtonen, 1982).

De acuerdo a lo comentado, se infiere que la suplementacion proteica modificaria
el funcionamiento renal, permitiendo mejorar la tolerancia a aguas con elevados tenores salinos

en rumiantes consumiendo forrajes de baja calidad.
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5. Hipoétesis
En base al marco conceptual descripto se formularon las siguientes hipdtesis:

e La exposicibn temprana de rumiantes a aguas de bebida con altas
concentraciones de sales promueve el desarrollo de tolerancia al agua salobre. Se espera que el
nivel de consumo, la digestibilidad del alimento, y el desempefio productivo de rumiantes
bebiendo agua salada sea mayor en animales con experiencia que sin experiencia con agua
salobre.

e El requerimiento proteico para maximizar la utilizacion de forrajes de baja
calidad es mayor cuando el ganado bebe agua salobre. Se espera que la maximizacién del
consumo y de digestidn y fermentacion ruminal en rumiantes consumiendo forrajes de baja

calidad requiera de un nivel de suplementacién proteica mayor con agua de bebida salada.

6. Objetivos

En base a las hipdtesis formuladas, los objetivos especificos del presente trabajo de tesis

fueron:

e Determinar el consumo, digestibilidad y el desempefio productivo de terneros
expuestos a edades tempranas (gestacién y primeros meses de vida) a agua de bebida con
elevada concentracién de sales o a agua de bebida con baja concentracidn de sales, cuando
luego de la exposicion son forzados a consumir agua de bebida con elevada concentracion de
sales.

e Evaluar el efecto de niveles incrementales de suplementacion proteica (harina
de soja) sobre el consumo, digestion y fermentacion ruminal en novillos consumiendo forrajes
de baja calidad y bebiendo aguas con elevados tenores salinos.

e Evaluar el impacto de la suplementacién proteica sobre la utilizacion de forraje
de baja calidad, balance de nitrégeno y funcién renal en corderos bebiendo agua con elevados

tenores salinos.
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CAPITULO II: Exposicién temprana a agua salada y desempefio posterior en bovinos

para carne

1. Resumen

En este estudio se realizaron 2 experimentos para evaluar el impacto de la
exposicion temprana a aguas con elevados tenores salinos sobre el desempeio posterior del
ganado con agua salada. En el Exp. 1, 24 vacas con sus respectivos terneros fueron asignados al
azar a uno de 2 tratamientos: exposicidn temprana a agua con elevado tenor salino [ETAS; 7.478
mg/| de sélidos totales disueltos (STD)] o a agua con bajo tenor salino (ETBS; 512 mg/I STD),
cuando los terneros tenian entre 2 y 6 meses de edad. Posteriormente todos los terneros
bebieron agua de bajo tenor salino por un lapso de 6 meses, y luego agua con elevado tenor
salino por 30 d. Durante el ultimo periodo ETAS tendié a consumir un 10% menos MS (CMS; P =
0,07) y un 22% menos de agua que ETBS (CA; P<0,01). La digestibilidad de la MS (DMS; P=0,92),
parametros sanguineos (hemoglobina y hematocritos; P > 0,13), glucosa plasmatica (P = 0,18),
minerales en suero (P > 0,08) y aumento medio diario de peso (AMD; P = 0,85) no fueron
afectados por los tratamientos. En el Exp. 2, 24 vaquillonas prefiadas en el Ultimo mes de
gestacion fueron asignadas al azar a ETAS (10.827 mg/I STD) o ETBS (ETBS; 512 mg/I STD). El
periodo de exposicidn finalizé cuando los terneros tuvieron 3 meses de edad. Luego todos los
terneros bebieron agua con baja concentracién salina durante 95 d, y posteriormente agua con
alta concentracidn salina por 30 d. Durante el ultimo periodo no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos para CMS (P = 0,43), CA (P = 0,61), DMS (P = 0,92),
parametros sanguineos (P > 0,42), actividad de la renina plasmatica (ARP; P = 0,35), y AMD (P =
0,16). Sin embargo, ETAS bebié menos (P < 0,01) agua salada que ETBS durante las 2 primeras
horas después de un periodo de privacion de 20 h. En lineas generales, bajo las condiciones de
este estudio no se encontro evidencia que la experiencia temprana a agua con elevados tenores

salinos mejore la tolerancia y el desempefio posterior en vacunos para carne. Sin embargo, el

45



consumo de agua reducido (Exp. 1) y el incremento en el umbral de sed (Exp. 2) de los animales
expuestos tempranamente al agua salada requiere mayor consideracion.
Palabras claves: vacunos para carne; experiencia temprana; actividad renina plasmatica;

tolerancia agua salada.

2. Introduccion

Una adecuada calidad de agua de bebida para el ganado es esencial para mantener
aceptables niveles de productividad (NRC, 2000). Sin embargo, en muchas regiones del mundo
los rumiantes estan obligados a beber aguas conteniendo elevadas concentraciones de sélidos
totales disueltos (STD; Basan Nickisch, 2007; FAO, 2007). El agua salada causa reducciones en el
consumo de agua y alimento, afectando el desempefio y salud del ganado (Weeth y Hunter,
1971; Loneragan y col., 2001; Ward y Patterson, 2004; Grout y col., 2006). Se ha sugerido que
procesos neurolégicos, fisioldgicos y morfoldgicos son susceptibles de cambiar tempranamente
en lavida, y pueden ser alterados de manera que los animales se adapten mejor al ambiente de
crianza (Provenzay Balph, 1990). En este sentido, la exposicién a un agua de bebida con elevados
tenores salinos a una edad temprana podria inducir tolerancia, y mejorar el desempefio
posterior de vacunos para carne bebiendo agua salada, principalmente a través de
modificaciones en el funcionamiento renal. Aunque la nefrogénesis finaliza poco después del
nacimiento, el rindn del recién nacido permanece funcionalmente primitivo con respecto a la

capacidad de concentrar la orina (Little y McMahon, 2012).

Estudios previos en ratas y ovejas muestran que consumos elevados de sal durante
la prefiez y el periodo postnatal temprano pueden reducir el consumo de agua y alimento y el
balance de sal en la descendencia, cuando ingieren la misma dieta con posterioridad (Alves da
Silva y col., 2003; Digby vy col., 2010a). Los autores sugirieron que los cambios inducidos estan
vinculados a alteraciones en el sistema renina-angiostensina (SRA). La descendencia de ovejas

que pastorearon un arbusto de suelos salinos (20% NaCl) excretaron sal mas rapido vy
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consumieron menos agua, comparado con la descendencia de ovejas que consumieron pasturas
a base de trébol subterraneo, lo que fue atribuido a una menor actividad de la renina en las
primeras (Chadwick y col., 2009a). Dado que el impacto negativo del agua salada sobre el
desempeiio animal depende en gran medida de los requerimientos de agua del animal
(Patterson y Johnson, 2003), cualquier alteracion de caracter permanente en el consumo de
agua puede modificar la habilidad de los animales para tolerar agua salada.

En base a los antecedentes descriptos, la hipdtesis propuesta establece que una
experiencia temprana con aguas de elevados tenores salinos mejora la respuesta del animal al
agua salada durante la vida productiva posterior. Consecuentemente, el objetivo de esta parte
del trabajo de tesis fue determinar el consumo de alimento y agua, digestibilidad, parametros
sanguineos y la ganancia de peso de terneros con experiencia temprana con agua de alto tenor
salino o con agua de bajo tenor salino, cuando son obligados a beber agua de elevado tenor

salino posteriormente en su vida productiva.

3. Materiales y Métodos

En los dos experimentos realizados (Exp. 1y 2), se seleccionaron vacas con fechas
de paricién entre diciembre y primeros dias de enero, de un rodeo de cria comercial (Braford x
Criollo Argentino; Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria [INTA] Santiago del Estero,
Argentina). Todas las vacas se criaron bajo las mismas condiciones ambientales, y ninguna de
ellas habia tenido experiencia previa con agua salada. Los animales fueron manejados segun el

protocolo aprobado por INTA para el cuidado y uso experimental de animales (INTA, 2013).

3.1 Disefio experimental:

Experimento 1: El experimento fue realizado con 24 parejas vacas-terneros,
comenzando cuando los terneros promediaron 2 meses de edad y 78 + 20 kg PV (media + DE).
La edad de las vacas utilizadas fue no menor a 6 afos con al menos 2 pariciones y con un peso
promedio al inicio del experimento de 331 + 41 kg PV. Doce parejas vacas-terneros fueron

asignadas al azar a uno de los 2 tratamientos: exposicion temprana a agua con elevado tenor
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salino (ETAS) o a agua con bajo tenor salino (ETBS). El contenido de sdlidos totales disueltos
(STD) en ETAS fue de 7.478 mg/l, de los cuales 3.103 mg/| fueron sulfatos. Los mismos
parametros para ETBS fueron 512 mg/l y 146 mg/| respectivamente, la cual consistié de agua de
represa. Para elaborar el agua ofrecida a ETAS se adiciond cloruro de sodio (NaCl) y sulfato de
sodio (Na;SO,) al agua ofrecida a ETBS hasta lograr la concentracidn objetivo. El periodo de
exposicion a los tratamientos durd 105 d, durante el cual en los primeros 60 d los terneros
estuvieron al pie de la madre. Posteriormente, los terneros fueron destetados y el periodo de
exposicion continud hasta el d 105. Todas las parejas vaca-ternero fueron alimentadas con heno
de alfalfa (Medicago sativa; 14% PBy 47% FDN) durante la lactacidn (primeros 60 d del periodo
de exposicion), y ya destetados los terneros recibieron una racién mezcla (39% heno de alfalfa,
40% grano maiz y 21% poroto de soja desactivada; 15% PB y 40% FDN) durante los ultimos 45 d
del periodo de exposicion. Ambos grupos, ETAS y ETBS, tuvieron acceso ad libitum al agua de
bebida y al alimento. Una vez que el periodo de exposicién finalizd, todos los terneros
pastorearon pasturas megatérmicas y bebieron agua con baja concentracién de sales (periodo
de recria) durante 6 meses. En este periodo un ternero de cada tratamiento fue removido del
ensayo debido a problemas sanitarios (neumonia). Inmediatamente posterior al periodo de
recria, 11 terneros (169 + 24 kg de PV) de cada tratamiento fueron asignados a corrales
individuales (2 x 3,5 m), donde se ofrecié diariamente una racién (14% PB; 50% FDN) compuesta
por 65% heno de alfalfa, 20,5% grano de maiz, 13% poroto de soja desactivada y 1,5% nucleo
mineral (33% cal, 1,47% sulfato de cobre, 0,04% yodato de calcio, 0,014% carbonato de cobalto,
6,67% 6xido de magnesio, 7,20% sulfato de zinc, 0,014% selenita sédica, 3,88% sulfato de hierro,
2,67% carbonato de calcio). La racién fue ofrecida una vez al dia (0800 h) al 130% del consumo
voluntario. A los terneros se les permitio adaptarse a los corrales durante 5 d consumiendo agua
baja en sales. Inmediatamente después, se dio inicio al periodo de evaluacién durante el cual
ambos grupos fueron forzados a consumir agua con elevado nivel de sales (la misma calidad de

agua a la que los terneros ETAS habian sido expuestos temprano en la vida) durante 30 d. El
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consumo de alimento y agua de cada ternero se midié en forma diaria a lo largo del periodo de
evaluacién, mientras que la digestibilidad fue evaluada en 6 terneros de cada grupo. También
se extrajeron muestras de sangre de todos los terneros al inicio (d 0) y al final del periodo de
evaluacién (d 30), para evaluar las concentraciones de hemoglobina y hematocritos (indicadores
hematoldgicos), glucosa plasmatica, y perfil mineral. Los terneros se pesaron los dias 0, 113, 294
y 331 del experimento.

Experimento 2: Veinticuatro vaquillonas prefiadas (327 + 37 kg PV) fueron

asignadas a uno de dos tratamientos de exposicidn: ETBS o ETAS. El contenido de sales en ETAS
fue de 10.827 mg/I STD, de los cuales 146 mg/| eran sulfatos, mientras que los valores para ETBS
fueron 512 mg/l y 146 mg/|, respectivamente. Para la elaboracion del agua salada ofrecida a
ETAS se adiciond NaCl al agua de represa ofrecida a ETBS hasta alcanzar los valores deseados. El
periodo de exposicion durd 135 d: ultimos 30 d de gestacidn y los primeros 45 d de lactacién,
seguidos inmediatamente por 60 d de exposicién de solo los terneros al agua salada. Durante la
gestacion y lactacién las vacas fueron alimentadas con heno de pastura megatérmica
(Megathyrsus maximus, cv. Gatton; 7% PB y 78% FDN), mientras que a los terneros destetados
precozmente se les ofrecid un alimento comercial especialmente formulado para satisfacer sus
requerimientos mas heno de alfalfa hasta finalizar el periodo de exposicién. Ambos grupos, ETAS
y ETBS, tuvieron acceso ad libitum al agua y al alimento. Una vez que se cumplié con el periodo
de exposicidn, todos los terneros fueron alimentados con una racién balanceadas (17% PBy 48%
FDN) y bebieron agua de bajo tenor salino durante un periodo de 95 d (periodo de recria). La
dieta fue formulada con 60,5% heno de alfalfa, 2% poroto de soja desactivada, 15% grano de
sorgo molido, 22% harina de soja, y 0,5% nlcleo mineral (misma composicion que Exp. 1).
Inmediatamente después del periodo de recria, los terneros de ambos tratamientos (n = 12; 94
+ 17 kg PV) fueron asignados a corrales individuales (2 x 3,5 m) y alimentados con la misma
racion utilizada durante el periodo de recria. Se les permitié a los terneros adaptarse a los

corrales por 5 d bebiendo agua con bajo tenor salino. Inmediatamente después comenzo el
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periodo de evaluacién, durante el cual ambos grupos fueron forzados a beber agua salada
(similar calidad de agua a la que los terneros ETAS habian sido expuestos temprano en la vida;
12.614 mg/| STD de los cuales 480 mg/I eran sulfatos) durante 30 d. El dia anterior al comienzo
del periodo de evaluacion (d 0), los terneros fueron privados del consumo de agua por un
periodo de 20 h. Durante el d 1 del periodo de evaluacion se evalué el consumo de agua salada
alas1,2,6, 12y 24 h post alimentacion. En este experimento, el nivel de sed (motivacién a
beber) se considerd como el patrdn de la ingesta inicial de agua, luego del periodo de privacion
de la misma. La racién fue ofrecida en el mismo horario que en el Exp. 1. Se registré el peso de

los terneros los d 140, 231 y 265 del experimento.

3.2 Muestreo y mediciones:

En ambos experimentos se midié el consumo de alimento y de agua a lo largo del
periodo de evaluacién. El consumo de alimento se calculé restando el remanente de la racién
ofertada en forma diaria, mientras que el consumo de agua se calculé por la diferencia de altura

del pelo de agua en el bebedero de cada corral.

Durante el periodo de evaluaciéon de los dos experimentos se colectaron muestras
compuestas tanto del alimento ofertado como del remanente, justo antes del horario de
comida, en proporciones iguales a través de los dias. La digestibilidad del alimento ofrecido se
determind utilizando un marcador externo (LIPE®). Se colectaron muestras fecales de cada
ternero (n = 6 Exp. 1; n = 8 Exp. 2) a intervalos de 6 h, entre los d 26 a 29 del periodo de
evaluacién, avanzando el tiempo de muestreo 4 h cada dia con el objetivo de minimizar las
variaciones diurnas en la excrecidon del marcador. Las muestras fecales diarias de cada ternero

fueron finalmente reunidas en una muestra compuesta.

En ambos experimentos, se extrajeron muestras de sangre por puncion de la vena
yugular en los d 0 y 30 del periodo de evaluacion. Inmediatamente después de la coleccidn, las

muestras de sangre se colocaron en tubos con EDTA para determinar indicadores
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hematoldgicos, glucosa y ARP (Unicamente en el Exp. 2), y en tubos sin anticoagulante para la

determinaciéon de minerales.

La evaluacion del cambio de peso vivo se realizé mediante pesadas llevadas a cabo
alosd 113y 331 (Exp. 1) y los d 140 y 265 (Exp. 2). Para evitar alteraciones en los registros de
peso debido a diferencias en la retencién corporal de agua entre tratamientos, una semana

previa a la pesada se ofrecid alos animales de ambos tratamientos agua de bajos tenores salinos.

3.3 Procesamiento de las muestras y analisis de laboratorio:

Las muestras de alimento, remanente y heces fueron parcialmente secadas en
estufa de aire forzado (96 h a 55 °C), pesadas y molidas (molino Wiley No. 4, Thomas Scientific,
Swedesboro, NJ) a través de una malla de 1 mm. Las muestras parcialmente secas de alimento,
remanente, y heces fueron luego secadas por 24 h a 105 °C para determinar el contenido de MS
final. En las muestras de alimento se determind FDN (ANKOM-Fiber Analyzer 200, ANKOM
Technology, Fairport, NY, USA) usando el procedimiento descripto por Van Soest y col. (1991)

con la adicion de sulfito de sodio y N total segun el procedimiento Kjeldahl (AOAC, 1990).

Para la cuantificacién del marcador externo LIPE®, las muestras fecales procesadas
fueron analizadas directamente mediante un espectrofotdmetro infrarrojo equipado con un
dispositivo ATR (Dr. Eloisa O. S. Saliba; Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de

Zootecnia, Escola de Veterinaria, Bello Horizonte, MG, Brazil).

La glucosa plasmdtica se determind espectrofotométricamente por el método
GOD/PAP (espectrofotometro Metrolab 330), mientras que para indicadores hematoldgicos se
utilizé un analizador automatico Mindray BC-5300. Para las determinaciones séricas de Na, Ky
Ca se utilizé el analizador de electrolitos semiautomatico Diestro® 130 (JS Medicina Electrdnica,
Villa Martelli, Bs. As., Argentina). El P (método UV) y Mg (método colorimétrico) se analizaron

con el analizador quimico Roche Hitachi 912 (Roche, Basel, Switzerland). La actividad de la renina
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plasmatica fue medida indirectamente mediante la generacién de Angiostensina | empleando

un kit comercial (Angiotensin 1 RIA Kit; Beckman Coulter, Villa Martelli, Bs. As., Argentina).

3.4 Analisis estadistico:

Los datos de ambos experimentos se analizaron segun un disefio completamente
aleatorizado. Los resultados de consumo y pardmetros sanguineos fueron evaluados como
medidas repetidas en el tiempo usando el procedimiento MIXED de SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC).
El tipo de estructura de covarianza para las medidas repetidas fue la simetria compuestas (TYPE
= CS). Para satisfacer los supuestos de normalidad, los valores de ARP tuvieron que ser
transformados a logaritmo natural. La digestibilidad y AMD se analizaron utilizando el
procedimiento GLM de SAS. En ambos modelos, las comparaciones de las medias de los
tratamientos se testearon usando las opciones LSMEANS de SAS, siendo declaradas

estadisticamente significativas las medias de los tratamientos con P < 0,05.

4. Resultados
4.1 Experimento 1:
4.1.1. Ganancia de peso vivo
No hubo efecto de tratamiento sobre el AMD de los terneros en ninguno de los
periodos del experimento (periodo de exposicion: 0,33 vs. 0,27 kg/d, EEM = 0,03, P = 0,11;
periodo de recria: 0,31 vs. 0,31 kg/d, EEM = 0,02; P = 0,94; periodo de evaluacion: 0,39 vs. 0,38

kg/d, EEM = 0,05; P = 0,85).

4.1.2. Consumo y digestibilidad del alimento
Los terneros ETAS tendieron a consumir un 10% menos de alimento (CMS, P =0,07)
y consumieron un 22% menos agua (CA, P < 0,01; Tabla 1) que los terneros ETBS a lo largo del
periodo de evaluacién. Sin embargo, a pesar de estas diferencias la relacion CA : CMS no difirid
(P =0,15) entre los tratamientos. La exposicion temprana a aguas de elevados tenores salinos
no afecté la digestibilidad de la MS (P = 0,92). Ambos grupos de terneros tuvieron una
digestibilidad del alimento de alrededor de 73%.
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4.1.3. Indicadores hematoldgicos, glucosa y minerales séricos
No hubo efecto de la interaccion tratamiento x dia de coleccién para el contenido
de hemoglobina, hematocritos, glucosa y minerales (P > 0,16), excepto para la concentraciéon de
Na donde la interaccion tendié a ser significativa (P = 0,07). Ninguna de las variables sanguineas
analizadas en el estudio fueron afectadas por los tratamientos (P > 0,13), excepto Naen el d 0
(P <0,01; Tabla 2). Los hematocritos y la concentracion de glucosa fueron mas altas al final del
periodo de evaluacion, mientras que el Ca, P, Mg y K resultaron mayores al inicio del periodo de

evaluacion.

4.2 Experimento 2:

4.2.1. Ganancia de peso vivo
En este experimento, la exposicién temprana a agua de bebida salada no alterd el
desempefiio posterior de los terneros. El AMD de ETBS y ETAS fue similar durante el periodo de
recria (0,31 vs. 0,34 kg/d, EEM = 0,04, P = 0,66) y durante el periodo de evaluacidn (0,30 vs. 0,20

kg/d, EEM = 0,05, P = 0,16).

4.2.2. Tasa de consumo de agua después de la privacién al consumo de agua
La interaccién tratamiento x hora afecté significativamente la tasa de consumo de
agua (P < 0,01) después del periodo de 20 h de privacién al consumo de agua (Figura 1). Los
teneros ETBS bebieron mas que los ETAS (P < 0,01) durante la primera hora posterior a la
privacion al agua. En la h 2 el consumo declind bruscamente; sin embargo, la reduccion fue mas
notable en ETBS que en los terneros ETAS (P < 0,01). De ahi en adelante hasta el final del dia, no

hubo diferencias en la tasa de consumo entre ambos grupos de terneros (P = 0,87).

4.2.3. Consumo y digestibilidad del alimento
No se observaron diferencias significativas para el CMS (P =0,43), CA(P=10,61) y

CA : CMS (P =0,18) entre los tratamientos durante el periodo de evaluacion (Tabla 1). Similar a
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los resultados del Exp. 1, no hubo diferencias en la digestibilidad de la MS entre tratamientos (P

=0,92).

4.2.4. Indicadores hematoldgicos, glucosa y minerales séricos
No se observaron efecto de la interaccion tratamiento x dia para los indicadores
hematoldgicos, la concentracion de glucosa y minerales en sangre (P > 0,35; Tabla 2), excepto
para Mg (P < 0,03). Ningun parametro sanguineo analizado fue afectado por los tratamientos (P
> 0,42), aunque hubo efecto de dia (P < 0,04). La hemoglobina, los hematocritos y las
concentraciones séricas de Na, Ca y K fueron mayores al final del periodo de evaluacion,
mientras que las concentraciones de glucosa, P y Mg fueron mas altas al comienzo del periodo

de evaluacion.

4.2.5. Actividad de la renina plasmatica

Los tratamientos no afectaron la actividad de la renina plasmatica (ARP; P = 0,35),
aunque se observd un efecto significativo de dia (P < 0,01; Tabla 3). Al final del periodo de
evaluacién la ARP resultd ser menor que al inicio del periodo de evaluacidon en ambos grupos de
terneros.
5. Discusion

En general, bajo las condiciones experimentales de este estudio no se encontré
evidencia que la exposicién temprana del ganado al consumo de agua con elevado contenido de
sales mejore el desempefio en la vida adulta cuando se enfrentan a aguas de similares
caracteristicas. Sin embargo, el consumo de agua reducido (Exp. 1) y el incremento en el umbral
de sed (Exp. 2) de los animales expuestos tempranamente en su vida a aguas de bebida salada
merece ser considerado, como se discute mas adelante.

En el Exp. 1, durante los 30 d del periodo de evaluacidn, los terneros ETAS bebieron
menos agua salada y tendieron a consumir menos alimento que los terneros ETBS. Esta
observacioén indicaria que la exposicion temprana al agua salada tiene potencial para producir

cambios fisiolégicos relacionados con la regulacién del consumo de agua. Trabajos anteriores
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(Curtis y col., 2004; McBride y col., 2006; Chadwick y col., 2009a; Digby y col., 2010a) han
demostrado que el consumo de dietas altas en sales durante la gestacién y periodos postparto
temprano pueden afectar el consumo de agua y alimento de la descendencia en la vida adulta,
lo que parece estar relacionado a alteraciones en el sistema renina-angiotensina (SRA). Una
reduccion en la secrecion renal de renina deprime el consumo de agua a través de niveles
circulantes de angiotensina Il disminuidos (Ang Il; péptido bioactivo con potente accién
vasoconstrictora, sintetizado a partir de la liberacién de la hormona renina, Fitzsimons, 1998).
Szczepanska-Sadowska y col. (2003) mostraron que ratas transgénicas con altos niveles de Ang
Il en el hipotdlamo tuvieron mayores consumos de agua y alimento. Por lo tanto, el menor
consumo de agua observado en los terneros ETAS puede haber estado asociado con la reduccidn
en los niveles basales de renina. Ademas, durante el periodo de exposicién, los terneros ETAS
bebieron un 18% menos de agua que ETBS (datos no reportados), generando condiciones
hiperténicas que podrian haber alterado los puntos de ajuste de los mecanismos de
osmoregulacion para controlar el consumo de agua (Chadwick y col., 2009a; Desai y col., 2003).

Por otro lado, la similitud en el consumo de alimento entre ETAS y ETBS durante el
periodo de evaluacién podria haberse debido a que la reduccidon en el consumo de agua
(aproximadamente 22%) observada en los terneros ETAS no fue suficientemente para afectar el
consumo de alimento (Silanikove, 1992; Brew y col., 2011). Utley y col. (1970) observaron un
20% de reduccion en el consumo de alimento en novillos cuando el suministro de agua de bebida
se limité al 60% del consumo voluntario, pero no encontraron diferencias en el consumo de
alimento cuando el consumo de agua fue el 80% del consumo voluntario. Durante el periodo de
exposicion los terneros ETAS y ETBS consumieron la misma cantidad de alimento (datos no
reportados); por lo tanto, se descarta que las respuestas observadas hayan sido debido a una
subnutricién a edades tempranas.

En el Exp. 2 no se observaron diferencias significativas durante el periodo de

evaluacién en el consumo de aguay alimento entre tratamientos. Sin embargo, al comienzo del
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periodo de evaluacion, el nivel basal de ARP fue un 30% mas bajo en los terneros ETAS que en
los ETBS (1,12 vs 1,57 ng/ml h, respectivamente), mientras que los niveles de ARP resultaron
similares en ambos grupos experimentales después de que bebieron agua salada durante 30 d.
Los menores niveles de ARP pueden considerarse como una respuesta esperada debido al
incremento en el consumo de sal durante el periodo de evaluacién, la falta de diferencias sugiere
gue ambos grupos de terneros tuvieron la misma habilidad para excretar sal via urinaria. Si es
asi, esto podria explicar porque no se encontraron diferencias en los consumos de agua y
alimento entre ambos grupos de terneros. Del mismo modo, Chadwick y col. (2009a) observaron
una reduccién del 40% en los niveles basales de ARP en las crias de ovejas que habian consumido
una racién alta en sal durante la gestacién y la lactacidn, aunque los niveles de ARP fueron
similares a aquellos de las ovejas del grupo control después de consumir la dieta alta en sal. Por
otro lado, en el presente estudio se observé un menor consumo inicial de agua salada en ETAS
con respecto a ETBS, después de un periodo de privacidn de 20 h de acceso al agua, indicando
un aumento en el umbral de sed en los primeros. La potente accion dipségena de la Ang Il a
través de la activacion del SRA es bien conocido (Fitzsimons, 1998; Mckinley y Johnson, 2004;
Geerling y Loewy, 2008). La influencia de la Ang Il sobre el comportamiento ingestivo de agua
ha sido claramente demostrado mediante infusiones en el ventriculo lateral de ovejas y vacas
(Weisinger y col., 1986; Blair-West y col., 1989; Fitzsimons, 1998). Las ovejas con infusiones
cerebrales de Ang Il bebieron 1,4 - 2,8 veces mas agua que los animales control, demostrando
qgue la Ang Il estimula los mecanismos relacionados con la sed (Sunagawa y col., 2001). La
privacion al consumo de agua — en rumiantes — activa el SRA (Silanikove, 1994), incrementa la
Ang Il circulante (Parker y col., 2004), demostrando su rol en el estimulo del consumo de agua
(Fitzsimons, 1998). Ademas, una disminucion de la Ang Il en sangre a través de un inhibidor del
SRA redujo el apetito de agua (Blair-West y col., 1988). Por lo tanto, el comportamiento de los
terneros en el Exp. 2, posterior a la restauracion de la provision de agua de bebida, podria ser

explicado por la diferencia en niveles basales de ARP entre tratamientos. En este sentido, el
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consumo de agua salada durante la gestacion y/o el periodo postnatal temprano alteraria el
umbral de sed de la descendencia. Sin embargo, no hubo diferencias en el consumo de agua a
lo largo de los 30 d del periodo de evaluacion, lo que podria ser explicado por una disminucién
en la sensibilidad del SRA al agua salada en ETAS como fue comentado anteriormente. Digby y
col. (2010b), quienes reportaron resultados similares en cuanto a la alteracién de los umbrales
de sed, observaron una disminucidn en la concentracién de aldosterona en corderos hijos de
ovejas alimentadas con dietas de elevado contenido de sal con respecto a los corderos de ovejas
del control. Esta capacidad de respuesta disminuida de la aldosterona podria estar relacionada
con la supresion del SRA. De acuerdo a esto, es posible que otros factores ademds de un elevado
consumo de sal a una edad temprana module el tipo de respuesta que exprese el animal cuando
se expone al consumo de aguas o dietas altas en sales durante la vida adulta (Chadwick y col.,

2009a 2009b).

Los experimentos realizados en el presente estudio no solo difirieron en el periodo
de exposicidn (postnatal en Exp. 1y pre y postnatal en Exp. 2), sino también en el tipo de sales
disueltas en el agua de bebida utilizada. En el Exp. 2 los terneros probablemente pudieron
incrementar su consumo de agua para mantener la homeostasis corporal durante el periodo de
exposicion, mientras que en el Exp. 1 los terneros no tuvieron esa posibilidad debido a los
elevados niveles de sulfatos en el agua. Este aspecto pudo haber conducido a diferentes estados
de tonicidad plasmatica (Ross y col., 2005; Ross y Desai, 2005), lo que explicaria diferencias (Exp.

1) o no (Exp. 2) en el consumo del agua salada entre los terneros ETAS y ETBS.

Los cambios en el consumo de agua y el umbral de sed observados en este estudio,
y también en estudios previos (Chadwick y col., 2009a; Digby y col., 2010b), son probablemente
importantes durante el periodo de adaptacidon a aguas con elevados tenores salinos o en
situaciones donde el consumo de agua esta restringido por varias horas. Prasetiyono y col.
(2000) encontraron una correlacion negativa entre el nivel de sed (definido como el consumo

de agua durante 30 min. luego de 2 h de alimentacion) y el consumo de alimento en cabras
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privadas del consumo agua, mientras que Sunagawa y col. (2001) reportaron reducciones
significativas en el consumo de alimento como consecuencia del efecto dipségeno en el cerebro
de ovejas infusionadas con Ang Il. En un experimento mas reciente, Sunagawa y col. (2007)
demostraron que infusiones intra-cerebroventriculares con somatostatina (inhibe la secrecidn
de Ang II; Weisinger y col., 1991) incrementaron el consumo de alimento en cabras alimentadas
con forraje seco. Estos autores sugirieron que la disminucién en el consumo durante las primeras
dos horas de alimentacion fue causada por los péptidos controladores de la sed. Entonces,
puede ser posible que animales que registren mayores umbrales de sed (debido a niveles basales
de renina menores) puedan consumir mas alimento cuando se encuentren privados de agua
para beber por periodos cortos. A pesar de lo descripto previamente, la falta de diferencias en
los pardmetros sanguineos entre ETAS y ETBS sugiere que cualquier alteracidn producida en los
mecanismos de excrecidon de sales es contrarrestada en el corto plazo. En un estudio reciente,
Tay y col. (2012) no observaron cambios en la habilidad para excretar sal en corderos de ovejas
alimentadas con una dieta alta en sal durante la gestacién; a pesar del hecho que la nefrogénesis
resultd afectada, el rindn pudo ser capaz de compensar la reduccién en el numero de glomérulos

incrementado el tamafio de estos.

6. Conclusion

Se concluye que, bajo las condiciones experimentales del presente estudio, la exposicion
temprana al consumo de aguas con elevados tenores salinos no indujo a una mejoria en la
tolerancia y posterior desempefio de terneros consumiendo agua salada. Sin embargo, el
consumo de agua reducido (Exp. 1) y el incremento en el umbral de sed (Exp. 2) en los animales
expuestos tempranamente al consumo de agua salada merece mayor consideracion, debido

tanto a implicancias tedricas como practicas.
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Tabla 1. Consumo de MS (CMS) y agua (CA), relacion CA : CMS y digestibilidad de la MS total

(DMS) de terneros con (ETAS) o sin (ETBS) experiencia temprana con agua de bebida salada.

ltem ETBS ETAS EEM P-valor

Exp. 1

CMS?, g/kg PV°-7> 99,5 89,9 3,62 0,07

CA!, g/kg PVO7° 455,3 352,8 24,56 <0,01

CA: CMS? 4,8 4,3 0,23 0,15

DMS?, g/kg MS 732 730 0,01 0,92
Exp. 2

CMS?, g/kg PV°-7> 74,3 78,1 3,37 0,43

CAY, g/kg PVO7° 622,4 600,2 30,51 0,61

CA : CMS? 9,4 8,4 0,55 0,18

DMS?, g/kg MS 730 730 0,01 0,92

Exp. 1:n=11; Exp. 2: n=12.
2Exp.1:n=6; Exp.2: n=8.
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Tabla 2. Pardmetros sanguineos de terneros con (ETAS) o sin (ETBS) experiencia

temprana con agua de bebida salada.

Dia 0! Dia 30
Item? ETBS ETAS  P-valor ETBS ETAS  P-valor EEM
Exp. 1
Hemoglobina, g/dI 13,6 13,9 0,54 13,8 14,5 0,13 0,30
Hematocrito, % 40,6 41,5 0,49 42,0 44,3 0,10 0,93
Glucosa, mg /dI 65,4 62,6 0,45 72,3 66,7 0,15 2,61
Na, mg/100 ml 446,2 383,8 0,01 427,1 432,77 0,81 16,57
Ca, mg/100 ml 8,1 8,1 0,94 7,5 8,0 0,16 0,24
P, mg/100 ml 11,1 11,7 0,20 8,1 8,4 0,42 0,32
Mg, mg/100 ml 1,8 2,0 0,25 1,6 1,6 0,90 0,11
K, mg/ 100 ml 24,2 22,9 0,39 20,3 20,8 0,75 1,05
Exp. 2

Hemoglobina, g/dI 10,6 10,5 0,93 13,3 13,8 0,38 0,38
Hematocrito, % 33,4 33,0 0,80 41,3 42,4 0,46 1,04
Glucosa, mg /dI 73,8 71,4 0,75 64,6 60,0 0,53 5,38
Na, mg/100 ml 311,1 308,6 0,43 320,1 320,5 0,9 2,19
Ca, mg/100 ml 9,8 10,1 0,38 10,6 10,7 0,68 0,20
P, mg/100 ml 7,0 6,9 0,7 6,4 6,5 0,82 0,26
Mg, mg/100 ml 2,5 23 0,10 1,6 1,7 0,51 0,08
K, mg/100 ml 19,12 19,4 0,78 24,3 24,8 0,57 0,66

! Dia 0 = inicio periodo evaluacién; Dia 30 = fin periodo evaluacién.
2Exp.1:n=11; Exp. 2: n=12.



Tabla 3. Actividad de la renina plasmatica (ARP) de terneros con (ETAS) o sin (ETBS) experiencia
temprana con agua de bebida salada (Exp. 2). Efectos: Trat., P =0,35; Dia, P < 0,01; Trat. x Dia,

P=0,38.
ETBS ETAS
ltem? EEM P-valor
Loge® (ng/ml.h)*
Dia 02 0,34 (1,57) 0,08 (1,12) 0,20 0,21
Dia 30 -0,79 (0,45) -0,86 (0,42) 0,20 0,75
Th=12.

2 Dia 0= inicio periodo evaluacidn; Dia 30= fin periodo evaluacion.
3 Los datos de ARP fueron transformados a logaritmo natural.
4 Las medias fueron retransformadas.
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Figura 1. Consumo de agua (CA) después de 20 h de privacion al consumo de agua de terneros
con (ETAS) o sin (ETBS) experiencia temprana con agua de bebida salada (Exp. 2). Cada valor

representa la media de 12 terneros.
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CAPITULO IlI: Efecto de la suplementacién proteica sobre la utilizacion de forraje de baja

calidad en novillos bebiendo agua salada

1. Resumen

El objetivo de esta parte del trabajo de tesis fue evaluar el impacto de la
suplementacion de heno de pastura megatérmica (Megathyrsus maximus, cv. Gatton; 7,0% PB
y 81,8% FDN) con niveles crecientes de harina de soja (HS; 45,7% PB), en combinacion con agua
con bajo (TSB) o alto tenor salino (TSA). Se utilizaron 6 novillos fistulados de rumen (375 + 43 kg
PV), en un experimento crossover de 6 tratamientos por 4 periodos. Los tratamientos se
organizaron con una estructura factorial de 2 x 3, con 2 concentraciones de sales en el agua de
bebida (TSB y TSA: 786 y 6.473 mg/| de sdlidos totales disueltos [STD], respectivamente) y 3
niveles de HS (0, 0,2 y 0,4% PV/d). Después de 15 d de adaptacion a los tratamientos, los
periodos consistieron de 5 d para determinacién del consumo y digestibilidad, 1 d para
monitoreo de parametros ruminales, 1 d para evacuacion ruminal, y 1 d para extraccién de
sangre. La interaccidn HS x agua resulto significativa (P < 0,05) para la mayoria de las variables
de consumo evaluadas, excepto para el consumo de MO total digestible (CMOTD; P = 0,38) y
FDN total digestible (CFDNTD; P = 0,32). A mayores niveles de suplementaciéon con HS, el
consumo de MO del forraje (CMOF), FDN total (CFDNT) y el consumo de agua (CA) tendieron a
estabilizarse en TSB, mientras que esto no fue observado en TSA. EIl CMOTD aumentd
linealmente (P =0,01) y el CFDNTD tendié a aumentar (P = 0,09) en respuesta a incrementos en
HS. La digestibilidad de la MO total (DMOT) y de la FDN total (DFDNT) no fueron afectadas por
los tratamientos (P > 0,21). La tasa de pasaje de la ceniza insoluble en detergente acido se
incremento linealmente (P < 0,01) en respuesta a HS, aunque no fue alterada por la calidad del
agua (P = 0,98). La concentracidn total de AGV y el pH ruminal no fueron afectados (P> 0,60y P
> 0,31, respectivamente) por los tratamientos. El nivel de amonio ruminal aumenté linealmente
con la suplementacién HS (P < 0,01), pero no fue modificado por la calidad del agua (P = 0,25).

Sin embargo, el amonio ruminal tendié (P = 0,09) a ser mayor en TSA con la suplementacion de
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HS al 0,2% PV. No se observd interaccién para el nitrégeno ureico plasmatico (NUP; P = 0,20).
Tanto la HS como la calidad del agua afectaron a NUP (P=0,05y P < 0,01, respectivamente). Sin
embargo, no se observaron diferencias en NUP entre TSA y TSB al nivel de suplementacién con
HS al 0,4% PV (P = 0,30). En conclusion, altos niveles de suplementacion con HS (0,4% PV/d)
revirtieron el efecto detrimental de elevados niveles de TSD en agua de bebida sobre el consumo

de forraje de baja calidad en novillos.

Palabras claves: ganado para carne, digestion, heno de pastura, consumo, agua salada, sulfato.

2. Introduccidén

En dreas subtrdpicales aridas y semidridas de Argentina y de otras regiones del
mundo, el agua salada (Basan-Nickisch, 2007; FAO, 2007) y los forrajes de baja calidad durante
la estacién seca constituye limitantes para el logro de niveles productivos adecuados en ganado
para carne. En la bibliografia esta bien documentado el impacto positivo de la suplementacion
proteica sobre la utilizacion de los forrajes de baja calidad (Caton y col., 1988; Guthrie y Wagner,
1988; Cochran y col., 1998). Por otro lado, estudios previos han mostrado los efectos adversos
del agua salda sobre el consumo de alimento y agua en el ganado (Weeth y Hunter, 1971;
Loneragan y col., 2001; Grout y col., 2006). Sin embargo, el efecto de la interaccion entre la
suplementacion proteica y el agua salada sobre la utilizacién de forrajes baja calidad por el
ganado no ha sido estudiado.

Cuando los rumiantes son alimentados con forrajes de baja calidad, los rifiones
juegan un rol significativo en el ahorro y reciclaje de N. Ovejas consumiendo dietas deficientes
en N mostraron menor filtracion plasmatica (Leng y col., 1985; Cirio y Boivin, 1990), y una mayor
reabsorcion de urea en los tubulos contorneados distales de los rifiones (Isozaki y col., 1994;
Starke y col., 2012). No obstante, la capacidad del rifidn de reabsorber N puede ser afectada por
consumos elevados de sal. Godwin y Williams (1984) y Meintjes y Engelbrecht (2004) observaron

una mayor excrecion urinaria de N y menor concentraciéon de N ureico en plasma (NUP) en
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ovejas a las que se les suministré dietas con contenidos elevados de cloruro de sodio (NaCl). Por
lo tanto, el consumo de agua salada, ademas de deprimir el consumo de alimento y agua, podria
limitar la capacidad de los rumiantes para utilizar forrajes deficientes en N.

En base a los antecedentes se plantea la hipdtesis que la suplementacién proteica
requerida para maximizar la utilizacién de los forrajes de baja calidad es mayor cuando el ganado
estd bebiendo agua salada. Consecuentemente, el objetivo de esta parte del trabajo de tesis fue
determinar el impacto de la suplementacidn con niveles crecientes de suplementacidn harina
de soja (HS; suplementacion proteica) sobre el consumo, digestién y parametros ruminales, en
novillos alimentados con forraje de baja calidad, cuando consumen agua de bebida con alto o

bajo tenor salino.

3. Materiales y Métodos

Los animales experimentales fueron manejados de acuerdo al protocolo
institucional aprobado por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) para el

cuidado y uso de animales en experimentacién (INTA, 2013).

3.1. Disefio experimental:

Los tratamientos experimentales fueron aplicados de acuerdo a un disefio
crossover de 4 periodos. Novillos fistulados en rumen (n = 6; 375 + 43 kg PV) fueron asignados
al azar a corrales individuales (2 x 3,5 m) y alimentados con heno molido (malla 40 x 40 mm) de
forraje de baja calidad (Megathyrsus maximus cv. Gatton; Tabla 1). La estructura de los
tratamientos fue un factorial 2 x 3, resultando de la combinacidn de 2 niveles de sales en el agua
de bebida y 3 niveles de suplementacion proteica. El contenido de sales fue 786 mg/I de sélidos
totales disueltos (STD) en el agua de bebida con bajo tenor salino (TSB) o0 6.473 mg/I STD en el
agua de bebida con alto tenor salino (TSA; Tabla 2). El agua TSB fue obtenida de la represa del
establecimiento, en cambio TSA fue elaborada artificialmente adicionando NaCl y sulfato de

sodio (Na;S0O,) hasta alcanzar la concentracion objetivo: 7.000 mg/l de TSD con 3.000 mg/| de

69



sulfatos. Los niveles de TSD del agua TSA fueron fijados para alcanzar los umbrales a partir del
cual el consumo de agua y alimento resulta limitado (NRC, 2000). Por otra parte, los niveles de
HS fueron 0, 0,2 y 0,4% PV/d (base seca).

La dieta basal de heno fue ofrecida una vez al dia (0800 h) al 130% del consumo
voluntario, después que los novillos consumieran la totalidad de HS. También se les suministré
diariamente 60 g de una mezcla mineral (33% cal, 1,47% sulfato de cobre, 0,04% yodato de
calcio, 0,014% carbonato de cobalto, 6,67% 6xido de magnesio, 7,20% sulfato de zinc, 0,014%
selenita sddica, 3,88% sulfato de hierro, 2,67% carbonato de calcio), formulado para satisfacer
las recomendaciones del NRC (2000).

Los novillos fueron asignados a cada combinacion de calidad de agua vy
suplementacion con HS durante 4 periodos de 23 d cada uno. En cada periodo, del d 1 al d 15 se
posibilitd la adaptacién de los animales a los tratamientos, del d 16 al d 20 se evalué el consumo
de agua y alimento y la digestibilidad, el d 21 se evaluaron parametros ruminales, el d 22 se

procedid al vaciado ruminal, y el d 23 a la extraccion de sangre.

3.2. Muestreo y mediciones:

En cada periodo se colectaron muestras del forraje ofrecido y del remanente los d
16 a 20y d 17 a 21, respectivamente, antes del suministro diario del alimento. En el intervalo
comprendido entre el d 16 y el d 18 se extrajeron muestras de heces para la determinacién de
digestibilidad del heno de forraje mediante un marcador interno (ceniza insoluble en detergente
acido, [CIDA]; Kanani y col., 2014). Las muestras se extrajeron directamente del recto de los
animales cada 6 h, avanzando 4 h por dia durante el intervalo de muestreo con el objetivo de
minimizar las variaciones diurnas en la excrecidn del marcador. Para la determinacién de
parametros ruminales (amonio, AGV) en el d 21 se tomaron muestras del fluido ruminal de cada
novillo a la h 0, 4, 8 y 12 post-alimentacion. Inmediatamente después de obtenido el fluido
ruminal se midié el pH del mismo utilizando un pH-metro portatil con electrodo combinado

(Orion Research, Boston, MA). Para el andlisis de amonio, una submuestra de 2 ml de fluido

70



ruminal de cada extraccién se acidificd con 8 ml de HCI 0,1 N; mientras que para el andlisis de
AGV, una submuestra de 8 ml de fluido ruminal se combind con 2 ml de dcido metafosférico al
25% (p/v). Finalmente, las muestras de fluido ruminal se almacenaron en freezer para posterior
andlisis en laboratorio.

En el d 22 de cada periodo, se procedid a realizar en forma manual el vaciado total
del rumen justo antes (0 h) y 4 h post alimentacidn para la determinacion del contenido de
solidos y liquidos del rumen. El contenido total del rumen fue pesado, mezclado, y muestreado
por triplicado para medir el contenido de humedad y CIDA. El resto del contenido ruminal fue
colocado inmediatamente dentro del rumen de cada animal después de la obtencion de las
muestras.

El d 23 se extrajeron muestras de sangre de la vena yugular con tubos conteniendo
heparina, aproximadamente 8 h post-alimentacién. Los tubos se mantuvieron en hielo hasta la
realizacidn de los andlisis correspondientes. Para la coleccidn, los novillos fueron previamente
sedados con 1 ml de xilacina (100mg/ml; Setodim; Kénig, Bs. As., Argentina).

El consumo de forraje se calculd restando la MO remanente a la MO ofrecida
diariamente, mientras que el consumo de agua se mididé en forma diaria mediante la variacion
en altura del pelo de agua en el bebedero de cada novillo. La determinacién de la digestibilidad
se realizé siguiendo el procedimiento descripto por Cochran y Galyean (1994), mientras que la
tasa de pasaje del material sélido se calculé dividiendo la tasa al cual el CIDA fue consumido

(kg/h) por la cantidad de CIDA (kg) en el rumen en cada momento de vaciado.

3.3. Procesamiento de las muestras y analisis de laboratorio:

Las muestras de forraje, remanente y de la digesta ruminal fueron secadas
parcialmente en estufa de aire forzado (96 h a 55 °C), pesadas y molidas (molino Wiley No. 4,
Thomas Scientific, Swedesboro, NJ) a través de una malla de 1 mm. Las muestras del alimento y
los remanentes fueron compuestas entre dias dentro de cada calidad de agua, para cada

periodo. A su vez, las muestras fecales se compusieron a través de los dias para cada novillo y
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periodo. La digesta ruminal fue compuesta por novillo dentro de cada momento de muestreo, y
para cada periodo. Las muestras molidas y secadas parcialmente de alimento, remanente y
heces fueron secadas por 24 h a 105 °C para determinar MS, y posteriormente incineradas por

3 ha 600 °C para la determinacién de ceniza.

En las muestras de forraje ofrecido y remanentes se analiz6 FDN y FDA con el
ANKOM-Fiber Analyzer 200 (ANKOM Technology, Fairport, NY, USA), siguiendo el procedimiento
descripto por Van Soest y col. (1991) con la adicion de sulfito de sodio. Las muestras de forraje
ofrecido se analizaron ademas para determinar N total de acuerdo al procedimiento Kjeldahl
(AOAC, 1990). El contenido ruminal y heces fueron analizadas para determinar FDN, FDA y CIDA,
usando los procedimientos estandares descriptos por Van Soest y col. (1991). Los valores de FDN

y FDA reportados contienen cenizas residuales.

Para la cuantificacion de amonio y AGV en el fluido ruminal, las muestras se
descongelaron a temperatura ambiente y se centrifugaron a 30.000 x g durante 10 min a 4 °C.
Las determinaciones se realizaron sobre el sobrenadante. EIl amonio ruminal se determind
usando el procedimiento colorimétrico de Broderick y Kang (1980). Para la valoracién de la
concentracién de AGV se utilizé un cromatdgrafo gaseoso (HRGC-3000C; Konik Group,
Barcelona, Espaia) equipado con una columna capilar Zebron ZB-FFAP (15 m x 0,32 mm d.i.,
0,25 um espesor de la pelicula; Phenomenex, Inc. Torrance, CA). La temperatura del horno se
programé para mantener 100 °C durante 3 min y luego incrementar 8 °C/min, entre 100 a 230
°C. El gas portador fue N; a 1,2 ml/min. El divisor de flujo fue de 30:1. Por otra parte, la
concentracién de NUP se determind mediante un kit de método enzimatico (GT Lab, Rosario,
Argentina), empleando un espectrofotémetro (Metrolab 330, Metrolab UV Vis, Bs. As.,

Argentina).

72



3.4. Andlisis estadistico:

El analisis estadistico de los datos de consumo, digestibilidad, contenido ruminal,
tasa de pasaje y NUP se realizé utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS Inst. Inc., Cary,
NC) segun el siguiente modelo:

Vij= W+ pit Si+rick crt(re)u+Eija
donde yija es la respuesta para el periodo i sobre el novillo j en el nivel k de suplementacién y
calidad de agua I, u es la media general, pi es el efecto aleatorio del periodo i, sjes el efecto
aleatorio del novillo j, rkes el efecto fijo del nivel k de suplementacién, cies el efecto fijo de la
calidad del agua I, (rc)x es el efecto fijo de la interaccidn entre el nivel k de suplementacion con
la calidad de agua I, y &ija €s el error aleatorio. Para calcular las medias de los tratamientos se
utilizé la opcidon LSMEANS. El pH y las concentraciones de amonio y AGV ruminales fueron
analizadas usando el procedimiento MIXED de SAS, como medidas repetidas (Littell y col., 1998).
En este caso el modelo para el andlisis estadistico fue:

yikiz= W+ pit sitrct attz + (re)ut (rt)e + (ct)iz + (ret)az + &ijuz
donde yij: es la respuesta para el periodo i sobre el novillo j en el nivel k de suplementacién y
calidad de agua | en el tiempo z, 1 es la media general, pi es el efecto aleatorio del periodo i, s;
es el efecto aleatorio del novillo j, ryes el efecto fijo del nivel k de suplementacién, ¢ es el efecto
fijo de la calidad del agua I, t; es el efecto fijo de tiempo, (rc)x es el efecto fijo de la interaccidn
entre el nivel k de suplementacién con la calidad de agua |, (rt). es el efecto fijo de la interaccién
entre el nivel k de suplementacién con el tiempo z, (ct);; es el efecto fijo de la interaccion entre
la calidad de agua | con el tiempo z, (rct)u; es el efecto fijo de la interaccidn entre el nivel k de
suplementacion con la calidad de agua | y el tiempo z, yeija es el error aleatorio. Las medias de
los tratamientos se calcularon utilizando la opcion LSMEANS. Se realizaron contrastes de

polinomios ortogonales para particionar la suma de cuadrados de los tratamientos.
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4. Resultados

4.1. Consumo de alimento y agua

La interaccion HS x agua fue significativa para la mayoria de las variables de
consumo evaluadas, excepto para el consumo de MO total digestible (CMOTD; P = 0,39) y el
consumo de FDN total digestible (CFDNTD; P = 0,32). Cuando los novillos bebieron TSB, el
consumo de MO del forraje (CMOF), de MO total (CMOT), FDN total (CFDNT) y agua (CA)
parecieron estabilizarse en el nivel mas alto de suplementacidn con HS. Por otra parte, cuando
bebieron TSA la suplementacion proteica elevod todas las estimaciones de consumo (Tabla 3).
Aunque no hubo interaccion, CMOTD aumenté linealmente (P = 0,01), y CFDNTD tendid a
aumentar (P =0,09), cuando el forraje de baja calidad estuvo suplementado con HS (Tabla 3). Es
importante notar que no se observaron diferencias entre calidades de agua para CMOTD (P =
0,45) y CFDNTD (P = 0,27) en el nivel mas alto de suplementacién con HS. El consumo de MO
total y de agua (P < 0,01) como asi también el CFDNTD (P < 0,05) aumentaron linealmente en
respuesta a la suplementacién con HS. Mientras tanto el CMOF y CFDNT tendieron (P = 0,06) a
aumentar con la HS. La calidad del agua afectd negativamente CA (P < 0,01) y CMOF (P < 0,01).
Sin embargo, el consumo de agua no difirid entre TSB y TSA con el nivel mas alto de
suplementacion proteica (P=0,58; Tabla 3). Para larelacion CA : CMO la interaccién HS x calidad
de agua resulté significativa (P < 0,01). La relacién para TSA fue menor (P < 0,05) que para TSB,
debido a la ingesta relativamente baja de los novillos bebiendo TSA en el nivel medio de

suplementacion con HS (P < 0,01).

4.2. Digestibilidad del alimento
La digestibilidad de la MO total (DMOT) y de la FDN total (DFDNT) no fueron
afectadas por la interaccion HS x calidad de agua (P=0,99y P = 0,96, respectivamente). De igual
manera, la suplementacién proteica y la calidad de agua no afectaron ni DMOT (P=0,64y P =

0,21, respectivamente) ni DFDNT (P = 0,29 y P = 0,31, respectivamente; Tabla 4).
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4.3. Contenido ruminal y tasa de pasaje
La interaccion HS x calidad de agua no modificé el contenido de MS ruminal (P =
0.34) ni la tasa de pasaje (P = 0,38; Tabla 4). El contenido de MS ruminal fue afectado por la
calidad de agua (P < 0,01), con valores inferiores para TSA (Tabla 4). La tasa de pasaje se
incremento en forma lineal (P < 0,01) en respuesta a la suplementacién proteica, aunque no fue

afectada por la calidad del agua (P = 0,98).

4.4, Perfil de fermentacién ruminal

Los tratamientos no alteraron las concentraciones totales de AGV ni las
proporciones molares, a excepcién de propionato y butirato (Tabla 5). El primero disminuyé (P
<0,05) y el segundo aumento (P = 0,05) con niveles incrementales de HS. La calidad de agua TSA
tendid a elevar la proporcion molar de propionato (P < 0,08). El pH ruminal fue afectado
Unicamente por el tiempo de muestreo (P < 0,01). El pH mas bajo se registré entre las 8y 12 h
post-alimentacién. Se registré una interaccion triple (HS x calidad de agua x tiempo) para la
concentracién de amonio ruminal (P < 0,05). La interaccién se debidé fundamentalmente a la
mayor concentracién de amonio a las 8 (P < 0,01) y 12 (P < 0,05) h post-alimentacién. La
concentracién de amonio aumenté linealmente (P < 0,01) en respuesta a la suplementacion
proteica, mientras que tendié a ser mayor (P = 0,09) en TSA con respecto a TSB con 0,2% PV de

HS (Figura 1).

4.5. Nitrégeno ureico en plasma
La interaccion HS x calidad de agua no fue significativa para NUP (P = 0,20). Con la
suplementacion proteica NUP incrementd linealmente (P < 0,05; Tabla 5), mientras que TSA

elevé NUP comparado con TSB (P < 0,01).

5. Discusion
El objetivo principal de este estudio fue investigar la posibilidad de interaccién

entre la suplementacion proteica (niveles de HS) y la calidad del agua de bebida (TSB y TSA) en
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relacion a sus efectos sobre el consumo de forraje de baja calidad y de agua, como asi también
sobre la fermentacidn ruminal y la digestibilidad del alimento. En este sentido, se observaron
interacciones significativas para CMOF, CMOT y CFDNT, indicando que la calidad del agua afecta
en forma diferencial la respuesta a la suplementacién proteica. Adicionalmente, la
suplementacién proteica y la calidad del agua también ejercieron un efecto independiente sobre
el consumo de alimento y agua, como se observd en trabajos anteriores. En general, el
suministro de proteina suplementaria al ganado consumiendo henos de forrajes de calidad
media o baja mejora su utilizacion (Koster y col., 1996; Bandyk y col., 2001; Wickersham y col.,
2004). Por otro lado, altas concentraciones de sales en el agua de bebida (especialmente
sulfatos) reduce el consumo de alimento y agua en rumiantes (Weeth y Hunter, 1971; Harpery
col., 1997; Loneragan y col., 2001). En el presente estudio se observé una respuesta similar en
el consumo de forraje, independiente a la calidad del agua, cuando la suplementacién con HS
aumenté de 0 a 0,2% PV. Con mayores niveles de suplementacién (0,4% PV), el consumo de
forraje parecié estabilizarse en TSB, mientras que se siguié aumentando al mismo ritmo en los
novillos TSA. De hecho, el consumo de forraje se incrementé casi un 40% cuando se suplementé
con el nivel mas alto de HS en los novillos TSA. La estabilizacién observada en TSB fue una
respuesta esperada, porque los niveles de suplementacion proteica fueron seleccionados por
encima de los requerimientos de proteina degradable en rumen (PDR) para maximizar la
utilizacién del forraje. Mathis y col. (1999) observaron una estabilizacion del CMOF cuando HS
fue suministrada al 0,16% PV en vacunos para carne consumiendo un forraje de baja calidad.
Se ha observado que la suplementacién proteica estimula el consumo de forraje de
baja calidad basicamente por incrementar la digestion y la tasa de pasaje. Wickersham y col.
(2004) reportaron incrementos lineales en DMOT, DFDNT y la tasa de pasaje cuando se
proporcioné PDR a novillos consumiendo henos de forrajes de baja calidad. En el presente
estudio, el aumento en el consumo de forraje en respuesta a la suplementacién con HS estaria

explicado por un incremento en la tasa de pasaje, debido a que no hubo diferencias en las
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digestibilidades o en los contenidos ruminales. La falta de efecto sobre DMOT y DFDNT podria
atribuirse a una similitud entre el aumento en la tasa de pasaje y el incremento en la tasa de
digestion, a la calidad del forraje base utilizado, o0 a una combinacién de ambos.

La respuesta de la digestién de la fibra a la suplementacion proteica es algo variable
en la literatura. Mathis y col. (2000) condujeron 3 experimentos en los cuales evaluaron los
efectos de la suplementacién con PDR sobre el consumo de forrajes de media y baja calidad en
novillos para carne. Los autores observaron efecto de la suplementacién proteica sobre CMOF,
CMOT y DMOT cuando la proteina del forraje fue de 4,3%, mientras que cuando la proteina del
forraje fue mayor (i.e., 5,9 0 8,1%) no observaron ninguna respuesta a la suplementacién con
PDR. Un rango entre 6 a 8% PB en el forraje base es considerado como el umbral para obtener
respuesta a la suplementacion proteica (DelCurto y col., 2000). En el presente estudio, los
valores de PB (7,0%) y de FDN (81,8%) del forraje fueron mayores a los de forrajes utilizados en
otros experimentos (Kdster y col., 1996; Mathis y col., 1999; Bandyk y col., 2001). Por lo tanto,
la disponibilidad de N ruminal no parece haber limitado la digestion de la fibra en el presente
estudio. En experimentos con forrajes de baja calidad, Koster y col. (1996), Mathis y col. (1999)
y Bandyk y col. (2001) reportaron valores de amonio ruminal inferiores a 0,7 mM cuando no se
suplementd con proteina, mientras que en el presente estudio se registré un valor de 2,55 mM
en el tratamiento con 0% de HS.

El incremento en la tasa de pasaje fue similar a lo reportado por otros
investigadores (Guthrie y Wagner, 1988; Bodine y col., 2000; Wickersham y col., 2004). El
incremento marcado en la tasa de pasaje en respuesta a los niveles incrementales de HS,
explicaria al menos en parte el concurrente incremento en el consumo de forraje. Egan y Moir
(1965) argumentaron que la suplementacién proteica estimula la tasa de pasaje y el consumo
por incrementar la motilidad ruminal. Por otra parte, la tasa de pasaje no fue afectada por la
calidad del agua, por lo que no parece explicar las interacciones entre CMOF, CMOT y CFDNT

con la calidad el agua. También es importante apreciar que aunque no se observé interaccion
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entre CMOTD o CFDNTD con la calidad del agua, no se percibieron diferencias entre TSB y TSA
para CMOTD y CFDNTD en el nivel mas alto de suplementacién con HS. Los aumentos
proporcionalmente mds grandes en CMOTD comparado con CMOT observados en este estudio
parece haber sido debido al suministro de HS per se, mds que a un efecto combinado con DMQOT.
La adicion de HS no mejoré el CFDNTD en TSB pero si en TSA (aproximadamente un 47%
comparado con el control).

A pesar de las consideraciones realizadas, el potencial para estimular el consumo
de MO via PDR tiene limites (Mathis y col., 1999; Moore y col., 1999). Koster y col. (1996)
observaron que CMOF aumentd en forma cuadrdtica con incrementos en la proteina
suplementaria en forrajes de baja calidad. Ellos concluyeron que CMOTD se maximizé cuando la
relacién PDR : CMOTD fue de alrededor del 11%, aunque los requerimientos de PDR varian con
caracteristicas inherentes al forraje. Asi, es generalmente aceptado que la PDR debe estar entre
un rango de 7 a 13% de DMOT (Hollingsworth-Jenkins y col., 1996; Cochran y col., 1998) para
obtener la maxima utilizacion del forraje. En el presente estudio, el contenido mas bajo de PDR
fue alrededor de 6% del CMOTD. Esto sugiere que el agua salobre podria alterar los
requerimientos de PDR para maximizar la utilizacidn del forraje. Sin embargo, es bastante poco
probable que estos niveles de N disponible en rumen no hayan sido suficientes para satisfacer
las necesidades de los microorganismos. La concentracion de amonio ruminal y la relacién
PDR : CMOTD estuvieron por encima a los valores propuestos por otros autores (Satter y Slyter,
1974; Hollingsworth-Jenkins y col., 1996 ; Cochrany col., 1998). Para este estudio se calculé una
relacién PDR : CMOTD de 13 a 18% para los niveles 0,2 y 0,4% de suplementacion con HS,
respectivamente.

Un factor no tenido en cuenta comunmente en los trabajos realizados de
suplementacion proteica en forrajes de baja calidad, es el consumo de agua. Debido a la estrecha
relacién entre el consumo de agua y el de alimento, es razonable esperar una disminucion en

CMS ante una restriccién en el consumo de agua (Silanikove, 1992). Algunas investigaciones
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indican que restricciones superiores al 30% en el consumo de agua disminuyen el CMS voluntario
(Weeth y col., 1968; Utley y col., 1970; Burgos y col., 2001). Concentraciones elevadas de
sulfatos en el agua de bebida reducen la ingesta de agua de bebida y, consecuentemente, el
consumo de alimento (Weeth y Hunter, 1971; Digesti y Weeth, 1976; Grout y col., 2006).
Patterson y col. (2003) llevaron a cabo un estudio en el cual el consumo de alimento y agua de
vacunos en recria disminuyeron cuadratica y linealmente, respectivamente, en respuesta a las
elevadas concentraciones de STD y sulfatos en el agua de bebida. Los autores concluyeron que
aguas con 7.000 mg/I STD y 4.600 mg/| sulfatos afecta la salud y desempefio animal.

En concordancia con Weeth y Hunter (1971) y Grout y col. (2006), en el presente
estudio se observd una reduccién del 40 y 28% en el consumo de agua y CMOT,
respectivamente, en TSA en relacién a TSB cuando no se suplementé con HS. A pesar de esto,
en el nivel mds alto de suplementacion proteica utilizado, no se observaron diferencias en el
consumo de agua entre los novillos bebiendo TSA o TSB. Se ha reportado que aumentos en el
contenido proteico de la dieta estimulan la ingesta de agua (Holter y Urban, 1992; NRC, 2000).
Segln Godwin y Williams (1984), el consumo de agua total muestra un incremento curvilineo
con aumentos en el consumo de N. Estos autores sugirieron que la produccion de orina se elevd
en respuesta a incrementos en el consumo de N, lo cual podria deberse al efecto diurético del
consumo de proteina (Dinn y col., 1998) a través de un incremento en la tasa de filtracidn
glomerular (Eriksson y Valtonen, 1982; Godwin y Williams, 1984). Los resultados del presente
estudio sugieren que niveles elevados de suplementacion proteica pueden, en cierto grado,
revertir los efectos de elevados STD vy sulfatos sobre la ingesta de agua. Como la relacion
CA:CMOT permanecio constante, incrementos en el consumo de agua derivaron en incrementos
en CMOT. Estos resultados apoyan los estudios de Wilson y Hindley (1970) y Wilson y Dudzinski
(1973), en los que se menciona que una reduccidon en CMS es atribuible a un bajo consumo de

agua salada en vez de a una reducida tolerancia a sales.
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Wilson y Dudzinski (1973) condujeron un estudio en el cual evaluaron la influencia
de la concentracion (1,5 y 2,0% NaCl) y el volumen de agua salada ingerida sobre el consumo de
alimento y agua en ovejas. El agua salada redujo el consumo de alimento, excepto cuando los
animales incrementaron el consumo de la misma. En este estudio, el aumento en la ingesta de
agua con elevados tenores salinos y de sulfatos no alteré la salud de los animales. No obstante,
aguas con concentraciones altas de sulfatos tienen el potencial de generar poliencefalomalacia
(PEM; McAllister y col., 1997), debido a la produccidn de un gas toxico (sulfuro de hidrégeno
[H,S]) proveniente de la reduccién de los sulfatos por las bacterias ruminales. A pesar de lo
comentado, no se observd ningun sintoma caracteristico de PEM a lo largo del experimento.
Una posible explicacion es que la produccién de H,S no fue lo suficientemente alta como para
inducir PEM. La produccién de este gas en el rumen estd favorecida cuando los animales
consumen dietas ricas en carbohidratos no fibrosos y pobres en fibra (Gould y col., 1997; Gould,
2000), y el pH ruminal es generalmente bajo. En el presente experimento se registraron pH >
6,60, lo que pudo haber inhibido la formacién de H,S a partir de sulfuro disminuyendo la
acumulacién del mismo en el rumen (Richter, 2011).

La falta de respuesta en la concentracién de AGV totales a los tratamientos, pudo
haberse debido al hecho que la DMOT no fue afectada por los niveles incrementales de HS y la
calidad del agua (McCollum y Galyean, 1985; DelCurto y col., 1990).

Los niveles de amonio ruminal y NUP aumentaron linealmente con la
suplementacion, lo que estd en concordancia con la literatura (Bodine y col., 2000; Bandyk y col.,
2001; Muscher y col., 2010). Sin embargo, algunas consideraciones deben ser tenidas en cuenta
con respecto a los efectos de la calidad del agua. A pesar de que la concentracién de amonio
ruminal no fue alterada por la calidad del agua, el NUP incrementd con el consumo de agua
salada. Cuando el animal requiere ahorrar agua, la reabsorcion de urea en los rifiones aumenta.
En concordancia, cuando el consumo de agua esta restringido, se observa una reduccién en la

cantidad de urea perdida a través de la orina (Leng y Szanyiova, 1987; Van der Walt y col., 1999).
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Trabajos previos destacaron la importancia del rindn como un mecanismo para conservar N
(Leng y Szanyiova, 1987; Faix y col., 1988; Marini y col., 2004). En un experimento reciente,
Starke y col. (2012) observaron que la reabsorcién de N en cabras aumenté en respuesta a una
dieta deficiente en proteina debido a un incremento en la expresidon de transportadores
especializados de urea localizados en el rifidn. En este estudio, la mayor concentracién de NUP
en TSA puede haber sido debido al menor consumo de agua, resultando en una menor
eliminacidén de urea por la orina. En concordancia, cuando el consumo de agua no se diferencio
entre TSB y TSA en el nivel mas alto de suplementacién con HS, el NUP fue similar entre TSB y
TSA.

La concentracidn de NUP es un importante factor en determinar la cantidad de urea
reciclada al rumen (NRC, 2000; Wickersham y col., 2008). Con concentraciones de amonio
ruminal menores a 4 mM, el NUP estd positivamente correlacionado con la cantidad de N ureico
reciclado al rumen (Lapierre y Lobley, 2001). Trabajos previos han demostrado la importancia
del reciclado de N cuando los rumiantes consumen forrajes deficientes en N (Wickershamy col.,
2008, 2009). Bandyk y col. (2001) condujeron un experimento en el que evaluaron los efectos
de la administracion ruminal vs. post-ruminal de caseina sobre la utilizacidn de forrajes de baja
calidad en novillos. En el trabajo mencionado los autores atribuyeron una mejora en la
utilizacién del forraje debido al reciclaje de N ruminal a partir de la proteina infusionada post-
ruminalmente. En el presente estudio, aunque el reciclaje de N no fue evaluado, la mayor
concentracién de amonio ruminal observado en TSA sobre TSB cuando la suplementacidn con
HS fue al 0,2% PV puede haber sido como resultado de un mayor reciclaje de N al rumen. Debido
a la importancia del reciclaje de la urea en proporcionar N disponible en rumen en animales
alimentados con forrajes de baja calidad, y a los efectos potenciales positivos del agua salada

sobre la retencién de N por el rifidn, este tema requiere mayor investigacion.
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6. Conclusion

Los resultados obtenidos mostraron que niveles altos de suplementacién con HS
(0,4% PV) pueden contrarrestar los efectos detrimentales del agua salada sobre el consumo de
forraje de baja calidad en novillos, demostrando la existencia de una interaccién entre la calidad
del agua y la proteina suplementaria para el consumo de forraje. Sin embargo, tal interaccidn
no fue evidente para el consumo de MO digestible. Los valores de NUP observados sugieren que
los niveles elevados de sal en el agua disminuyen la excrecién urinaria de N, incrementando el
reciclaje al rumen. A pesar de lo comentado, el mecanismo por el cual la suplementacidn
proteica podria aliviar los efectos negativos del agua salada permanece poco claro y deberia ser

objeto de futuras investigaciones.
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Tabla 1. Composicion quimica del heno y de la harina de soja.

Iltem Heno Harina de soja
% MS

Materia Orgdnica 87,9 92,7
Proteina Bruta 7,0 45,7
Fibra Detergente Neutro 81,8 28,4
Fibra Detergente Acido 54,0 11,8
Ceniza Insoluble en

Detergente Acido 4,9 0,4

Tabla 2. Sélidos totales disueltos y contenido mineral en el agua de bebida.

TSB! TSA
Item mg/!
Solidos totales disueltos 786 6.473
Calcio 51 144
Magnesio 9 22
Sodio 196 2.026
Sulfatos 240 2.890
Carbonatos 235 244
Cloruros 153 1.512

1 TSB = agua de bajo tenor salino, TSA = agua de alto tenor salino.
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Tabla 3. Efectos de la suplementacion con harina de soja (HS; 0, 0,2, 0,4 % PV) y la calidad del agua de bebida sobre el consumo de MO del forraje (CMOF),
consumo de MO total (CMOT), consumo de fibra detergente neutro total (CFDNT), consumo de MO total digestible (CMOTD), consumo de fibra detergente

neutro total digestible (CFDNTD), consumo de agua (CA) y la relacion CA : CMOT, en novillos alimentados con forraje de baja calidad.

Calidad del agua* P-valor
TSB TSA
HS (% PV/d) HS (% PV/d) HS
Iltems 0 0,2 0,4 0 0,2 0,4 EEM Lineal Cuadratico  Agua HS x Agua
CMOF, g/kg PV°7> 46,0 55,7 55,5 33,0 40,9 48,1 4,07 0,06 0,52 <0,01 0,02
CMOT, g/kg PV®7® 46,0 63,4 711 33,0 48,6 63,7 3,96 <0,01 0,51 <0,01 0,02
CFDNT, g/kg PV%7® 38,1 45,8 45,9 27,6 33,9 39,7 3,22 0,06 0,53 <0,01 0,03
CMOTD, g/kg PV®7> 28,5 36,2 43,1 21,1 29,5 40,9 4,50 0,01 0,85 <0,01 0,39
CFDNTD, g/kg PV°7® 27,4 29,2 31,6 19,7 23,3 28,9 3,99 0,09 0,79 <0,01 0,32
CA, g/kg PV®7® 250,0 378,5 341,5 156,0 194,7 357,0 26,60 <0,01 0,54 <0,01 <0,01
CA :CMOT, g/g 5,6 6,0 4,8 4,7 4,0 5,6 0,48 0,93 0,66 <0,05 <0,01

1 TSB = agua de bajo tenor salino, TSA = agua de alto tenor salino.
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Tabla 4. Efectos de la suplementacién con harina de soja (HS; 0, 0,2, 0,4 % PV) y la calidad del agua sobre la digestibilidad de la MO total (DMOT), digestibilidad

de la fibra detergente neutro total (DFDNT), contenido ruminal y tasa de pasaje, en novillos alimentados con forraje de baja calidad.

Calidad del agua* P-valor
TSB TSA
HS (% PV/d) HS (% PV/d) HS
Iltems 0 0,2 0,4 0 0,2 0,4 EEM Lineal Cuadratico Agua HS x Agua
DMOT, % 60,7 56,3 60,4 64,6 60,6 643 5,46 0,95 0,39 0,21 0,99
DFDNT, % 63,0 52,9 55,9 65,5 57,6 58,7 5,65 0,25 0,28 0,31 0,96
Contenido ruminal, g/kg PV%7® 105,9 101,7 92,3 99,1 84,0 851 7,68 0,24 0,76 <0,01 0,34
Tasa de pasaje, %/h 1,90 2,40 3,40 1,22 2,85 3,60 053 <0,01 0,79 0,98 0,38

1 TSB = agua de bajo tenor salino, TSA = agua de alto tenor salino.
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Tabla 5. Efectos de la suplementaciéon con harina de soja (HS; 0, 0,2, 0,4 % PV) y la calidad del agua sobre el pH ruminal, amonio ruminal, nitrégeno ureico

plasmatico (NUP), concentracién y proporciones de AGV ruminales, en novillos alimentados con forraje de baja calidad.

Calidad del Agua' P-valor
TSB TSA
HS (% PV/d) HS (% PV/d) HS

Iltems 0 0,2 0,4 0 0,2 0,4 EEM Lineal  Cuadrdtico Agua HS x Agua
pH 6,92 6,67 6,57 6,73 6,67 6,63 0,09 0,16 0,70 0,32 0,30
Amonio N, mM 1,70 7,75 15,48 3,39 12,28 14,03 1,66  <0,01 0,34 0,25 0,23
NUP, mg/dI 20,5 28,5 38,5 31,0 34,3 41,5 5,2 0,02 0,64 <0,01 0,20
AGV total, mM 99,7 116,5 112,6 105,5 100,1 110,1 9,4 0,43 0,89 0,60 0,54
Porcentaje de AGV ruminal, mol/100 mol

ACE 81,5 81,9 81,2 81,0 81,5 81,4 0,4 0,93 0,16 0,35 0,47

PROP 13,9 134 134 14,5 13,6 13,8 0,4 0,03 0,06 0,08 0,78

BUT 3,40 3,64 3,99 3,43 3,65 3,57 0,12 0,05 0,67 0,32 0,29

ISOBUT 0,43 0,42 0,55 0,43 0,48 0,47 0,06 0,12 0,58 0,81 0,34

VAL 0,24 0,21 0,28 0,18 0,27 0,22 0,03 0,25 0,81 0,46 0,24

ISOVAL 0,44 0,48 0,57 0,40 0,56 0,54 0,07 0,12 0,61 0,94 0,68

1 TSB = agua de bajo tenor salino, TSA = agua de alto tenor salino.

2AGV: ACE = acetato, PROP = propionato, BUT = butirato, ISOBUT = isobutirato, VAL = valerato, ISOVAL = isovalerato.
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Figura 1. Efecto de la calidad del agua sobre la concentracidn de amonio ruminal después del suministro
de 3 niveles de suplementacidn con harina de soja (HS): 0, 0,2, y 0,4% PV/d. Efectos: HS Lineal, P < 0,01;
HS Cuadratico, P = 0,34; Agua, P = 0,25; HS x Agua, P = 0,23; HS x Agua x Tiempo, P < 0,05. “x”indica
diferencias significativas (P < 0,05) entre agua de bajo (TSB) y alto (TSA) tenor salino, para cada tiempo de

muestreo dentro para cada nivel de suplementacién. Las barras de error representan el EEM.
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CAPITULO IV: La ingesta de agua con elevadas concentraciones de sulfatos determina el consumoyy la

respuesta metabdlica en corderos consumiendo forraje de baja calidad

1. Resumen

El objetivo fue evaluar la interaccion entre suplementacion proteica y aguas con elevada
concentracién de sulfatos sobre el consumo y respuesta metabdlica de corderos consumiendo heno de
forraje de baja calidad (Megathyrsus maximus; 6,4% PB, 79,5% FDN). Se utilizaron 20 corderos Hampshire
(31+ 4 kg PV) alojados en jaulas metabdlicas individuales, en un ensayo de 10 tratamientos por 2 periodos
(n =4). La estructura de los tratamientos fue un factorial 2 x 5: 2 calidades de agua (nivel de sulfato bajo
[SB] y nivel de sulfato alto [SA]; 442 y 8.358 mg/| sélidos totales disueltos [STD], respectivamente) y 5
niveles de harina de soja (HS; 0%, 0,25%, 0,50%, 0,75%, y 1,00% PV/d). Luego de 15 d de adaptacion a los
tratamientos, los periodos consistieron de 5 d (d 16 a 20) para la determinacién del consumo de forraje y
de agua, balance de nitrégeno (N) y digestibilidad del alimento, y 1 d (d 21) para muestreo de sangre y
determinacién de la concentracion ruminal de sulfuro de hidrégeno (H,S). La interaccién suplementacion
HS x calidad de agua fue significativa para el consumo de MO del forraje (CMOF; P = 0,04) y consumo de
MO total (CMOT; P = 0,04), mientras una tendencia se observd para el consumo de MO total digestible
(CMOTD; P =0,07). Los valores de consumo de los corderos SB fueron superiores a los SA (P < 0,05) en el
primer y segundo nivel de suplementacién con HS, Unicamente. El consumo de agua aumenté linealmente
(P < 0,01) con la suplementacidn proteica, pero no fue afectado por la calidad del agua (P = 0,39). La
digestibilidad de la MO total (DMOT) fue alterada por los tratamientos, resultando mayor (P <0,01) en SA
que en SB. EI N ureico plasmatico (NUP) se elevé de manera lineal en respuesta a HS (P < 0,01), aunque
no fue modificado por la calidad del agua (P = 0,01). El balance de N no se vio afectado por la interaccion
HS x agua (P >0,12), excepto para la utilizacion del N (N retenido / N consumido; P < 0,01) que incrementd

en mayor medida con 0,25% de suplementacidn con HS. Independientemente de la calidad del agua, el
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consumo de N (P > 0,01), el contenido de N en orina (P > 0,01) y el balance de N (P > 0,01) aumentaron
linealmente en respuesta a la suplementacidon con HS. La calidad del agua afecté negativamente el
consumo y el balance de N, aunque en el nivel mas alto de suplementacion no se observaron diferencias
entre los corderos SB y SA (P = 0,85). No se evidenciaron cambios debido a la calidad del agua en la
reabsorcidn de urea por los rifiones (P = 0,63) ni en la tasa de filtracidon glomerular (TFG; P = 0,30), aunque
la funcién renal fue modificada por los niveles incrementales de HS (P < 0,01). La interaccidén HS x agua
afecto significativamente la concentracion ruminal de H,S (P < 0,01), debido principalmente a una mayor
concentracidn a partir del segundo nivel de suplementacion proteica (0,25% PV) en SA con respecto a los
corderos SB. En conclusién, los resultados obtenidos confirmaron la existencia de interaccidén entre la
suplementacion proteica y agua de bebida con concentracidon elevada de sulfatos, lo cual alteré el

consumo y las respuestas metabdlicas de corderos alimentados con un forraje de baja calidad.

Palabras claves: corderos, forraje de baja calidad, balance nitrégeno, sulfato, suplementacion, agua.

2. Introduccion

Los forrajes de baja calidad constituyen un recurso importante para sostener la produccion
de los rumiantes en distintas partes del mundo, por lo que se ha destinado mucho esfuerzo para
desarrollar estrategias de suplementacién que optimicen su utilizacién (Cochran y col., 1998; Salisbury y
col., 2004; Atkinson y col., 2010). Es conocido que la suplementacién proteica mejora el consumo y la
retencién de nitrégeno (N) en animales alimentados con forrajes de baja calidad (Koster y col., 1996;
Mathis y col., 2000; Wickersham y col., 2008b). Sin embargo, la ingestidon de grandes cantidades de sal a
través del agua de bebida puede alterar el patrén de respuesta a la suplementacién proteica cuando los
rumiantes son alimentados con forrajes deficientes en N. En el estudio previo (Cap. Ill), se reportd una
interaccion entre la suplementacion proteica y la salinidad del agua sobre el consumo de heno de baja

calidad en novillos, donde el nivel de harina de soja suplementaria para alcanzar un nivel equivalente de
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consumo de MO total fue mayor en animales consumiendo aguas de bebida salada comparado con

aquellos bebiendo agua con bajos tenores salinos.

Los rumiantes poseen mecanismos eficientes de ahorro de N para hacer frente a dietas
deficientes en proteinas (Marini y Van Amburgh, 2003; Wickersham y col., 2004), en el cual los rifiones
cumplen un rol primario. Se han observado reducciones en la tasa de filtracién glomerular (TFG) y en la
excrecion de N-urea en animales consumiendo dietas deficientes en proteina (Ergene y Pickering, 1978;
Teboty col., 1998; Starke y col., 2012). Sin embargo, la hemodinamica renal puede ser modificada no solo
por el nivel de proteina dietario sino también por el consumo de sales, alterando la habilidad de los
rifones para conservar N-urea. Estudios anteriores han demostrado que elevados consumos de sal altera
la utilizacién del N por los rumiantes, elevandose la excrecién urinaria de N y disminuyéndola urea
plasmatica (Godwin y Williams, 1984; Meintjes y Engelbrecht, 2004). Sin embargo, existe escasez de
informacién sobre los posibles mecanismos subyacentes a la interaccidn entre la suplementacién proteica

y el agua de bebida salada rica en sulfatos sobre la utilizacion de forrajes de baja calidad.

Un mejor entendimiento de la interaccion entre la suplementacion proteica y el agua de
bebida alta en sulfatos sobre el consumo de forrajes de baja calidad permitird mejorar la prediccidon de
respuesta a la suplementacidn proteica. Aguas superficiales y subterraneas conteniendo sulfatos en
exceso son comunes alrededor del mundo y representan un problema de relevancia para los sistemas
productivos ganaderos (Weeth and Hunter, 1971), como en las regiones aridas y semiaridas de Argentina
(Basan Nickisch, 2007). El presente estudio fue disefiado para determinar el impacto de la suplementacién
con harina de soja sobre el consumo, digestidn, balance N, y funcidn renal de corderos consumiendo un

forraje de baja calidad y bebiendo agua con concentracién de sulfatos alta o baja.

3. Materiales y Métodos

El experimento se realizd siguiendo el protocolo aprobado por el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) para el cuidado y uso de animales en experimentacion (INTA, 2013).
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3.1. Disefo experimental:

Se utilizaron 20 corderos Hampshire (n = 4; 31 + 4 kg PV) alojados en jaulas metabdlicas
individuales, en un ensayo de 10 tratamientos por 2 periodos. La estructura de los tratamientos fue un
factorial de 2 x 5, resultado de la combinacidn de 2 calidades de agua y 5 niveles de harina de soja (HS).
La calidad del agua de bebida estuvo representada por una concentracion baja (SB; 442 mg/| de sdlidos
totales disueltos [STD]) y una alta (SA; 8.358 mg/| STD) de sulfatos (Tabla 1). El agua SB se obtuvo de la
represa del establecimiento donde se llevd a cabo el trabajo, mientras que para obtener SA se agregd
sulfato de sodio (Na>S0.) a SB hasta lograr la concentracidn objetivo. Los niveles de HS fueron 0%, 0,25%,
0,50%, 0,75%, y 1,00% PV/d (base seca).

Los corderos se alimentaron con heno de forraje de baja calidad (Megathyrsus maximus cv.
Gatton panic; Tabla 2), una vez al dia (0700 h) y al 130% del consumo voluntario, después que todos los
animales habian consumido el suplemento proteico. A su vez, cada cordero recibié 6 g/d de una mezcla
mineral (27,67% calcio, 9,26% sodio, 0,62% magnesio, 0,31% fésforo, 2.592,5 mg/kg zinc, 2.037,0 mg/kg
manganeso, 555,5 mg/kg cobre, 30,8 mg/kg yodo, 18,5 mg/kg selenio, 6,17 mg/kg cobalto, y 0,22%
monensina; RTC, Bs. As., Argentina).

Cada periodo experimental tuvo una duracion de 21 d. Los primeros 15 d se destinaron para
adaptacion de los corderos a los tratamientos, del d 16 al 20 se evalué el consumo de agua y de alimento,
el balance N y la digestibilidad del alimento, y en el d 21se extrajeron muestras de sangre y de gas ruminal

(este ultimo solamente durante el periodo 2).

3.2. Muestreo y mediciones:

En ambos periodos experimentales, desde el d 16 al 21, diariamente se tomaron muestras
de forraje y remanente de cada jaula justo antes del horario de suministro de alimento. Al mismo tiempo
se recolectaron y pesaron heces y orina. La orina se colecté en recipientes con suficiente HCl 1,25 N para

mantener el pH por debajo de 3, para minimizar las pérdidas de N entre los momentos de recoleccion.
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Inmediatamente seguido a cada recoleccidn, se midié el pH de la orina (pH-metro portatil Oakton, Vernon
Hills, IL). Alicuotas de heces (10% de la produccion diaria) y orina (5% de la produccién diaria) fueron
retenidas y almacenadas en freezer hasta el analisis en laboratorio. También se recolectaron muestras
compuestas de agua para cada calidad y durante cada periodo experimental.

El d 21 de cada periodo se extrajo una muestra de sangre de cada cordero a las 0y 8 h post-
alimentacioén. La sangre obtenida por puncion de la vena yugular se colectd en un tubo heparinizados y
fue inmediatamente refrigerada. El analisis sanguineo se realizé dentro de las 6 h desde la obtencién de
las muestras. Adicionalmente, en el periodo 2 se tomd una muestra de 20 ml de gas ruminal por puncién,
8 h post-alimentacidn. Se siguio el procedimiento utilizado por Gould y col. (1997), excepto que la muestra
se obtuvo con jeringa, y 10 ml (en duplicado) fueron colocados en tubos vaccutainer con agua alcalina

(pH > 8) para su posterior analisis dentro de las 2 h de realizada la coleccion.

3.3. Procesamiento de las muestras y analisis de laboratorio:

Las muestras de forraje, remanentes, heces y orinas fueron compuestas a través de los dias
para cada cordero dentro de cada periodo. El forraje, los remanentes y las heces fueron secadas
parcialmente en estufa de aire forzado (96 h a 55 °C), pesadas y molidas (molino Wiley No. 4, Thomas
Scientific, Swedesboro, NJ) a través de una malla de 1 mm. Posteriormente, una submuestra de las
muestras parcialmente secadas y molidas se secaron por 24 h a 105 °C para determinar MS y
posteriormente se incineraron por 3 h a 600 °C para la determinacion de ceniza. En todas las muestras se
analizé FDN y FDA con el ANKOM-Fiber Analyzer 200 (ANKOM Technology, Fairport, NY, USA) usando el
procedimiento descripto por Van Soest y col. (1991). Se utilizé sulfito de sodio en los analisis de FDN. Los
valores de FDN y FDA reportados contienen cenizas residuales. A las muestras de alimento, heces y orina

se les determind N total de acuerdo al procedimiento Kjeldahl (AOAC, 1990).
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La concentracién de creatinina en orina y plasma y la concentracién de urea en orina se
determinaron mediante métodos cinéticos, utilizando kits comerciales (Wiener Lab S.A.I.C., Rosario,
Argentina) y un analizador automatico (BS-300 Chemistry Analyzer, Mindray, Shenzhen, China). El
nitrégeno ureico plasmatico (NUP) se analizé mediante un kit de método enzimatico (GT Lab, Rosario,
Argentina), empleando un espectrofotdmetro (Metrolab 330, Metrolab UV Vis, Bs. As., Argentina). La
concentracidn ruminal de H,S fue medida espectrofotométricamente (Cole-Parmer 1200, Cole-Parmer,

Vernon Hills, IL) siguiendo el procedimiento de Leibovich y col. (2009).

El consumo de alimento de cada cordero se calculé diariamente restando la MO remanente
a la MO ofrecida, mientras que el consumo de agua se midié en forma diaria mediante la variacién en
altura del pelo de agua en el bebedero de cada cordero. El consumo de alimento y la produccion total de
heces se utilizaron para calcular la digestibilidad aparente del heno de forraje (Megathyrsus maximus cv.
Gatton panic), mientras que el consumo de N y el N excretado a través de la orina y heces fue usado para
el calculo del balance N. La tasa de filtracion glomerular (TFG) se estimé a partir del aclaramiento de
creatinina sobre la base de calculos de Hall (2010). La reabsorcién de urea se determind mediante la
diferencia entre la urea filtrada por los riflones y la urea excretada en orina. La urea filtrada (carga tubular

de urea) se calculé multiplicando el NUP por la TFG.

3.4. Analisis estadistico:

Excepto para la concentracidon ruminal de H,S, todos los datos fueron analizados con modelos
mixtos utilizando el software InfoStat (Di Rienzo y col., 2014), a partir del siguiente modelo general:
yij= W + pit sjtrct ct(re)atsii
donde yiju es la respuesta para el periodo i sobre el cordero j en el nivel k de suplementacién y calidad de
agua |, 1 es la media general, pies el efecto aleatorio del periodo i, sjes el efecto aleatorio del cordero j

(anidado dentro de HS), r« es el efecto fijo del nivel k de suplementacidn, ¢ es el efecto fijo de la calidad
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del agual, (rc)ues el efecto fijo de la interaccion entre el nivel k de suplementacién con la calidad de agua
l, y &ija es el error aleatorio.

La concentracién ruminal de H,S fue analizada segun un disefio factorial completamente
aleatorizado, utilizando el software InfoStat. En este caso el modelo para el analisis estadistico fue:

Y= W+ rct ot (re)ut en

donde yy es la respuesta sobre la concentracion de H,S en el nivel k de suplementacion y calidad de agua
I, ues la media general, rces el efecto fijo del nivel k de suplementacion, ¢ es el efecto fijo de la calidad
del agua |, (rc)u es el efecto fijo de la interaccidn entre el nivel k de suplementacion con la calidad de agua

l, vy &ija es el error aleatorio.

Se realizaron contrastes de polinomios ortogonales lineales, cuadraticos y cubicos para
particionar la suma de cuadrados de los tratamientos. Las medias de los tratamientos fueron comparadas
usando el test de Fisher, y declaradas diferentes a un P < 0,05 o con tendencia a ser diferentes a un P

entre 0,05y 0,10.

4. Resultados

4.1. Consumo de alimento y agua

La interaccion entre HS x calidad del agua de bebida fueron significativas para el consumo de
MO del forraje (CMOF; P = 0,04), MO total (CMOT; P = 0,04), FDN total (CFDNT; P = 0,04) y FDN total
digestible (CFDNTD; P = 0,03); por otro lado, la interaccidn tendid a ser significativa para el consumo de
MO total digestible (CMOTD; P = 0,07; Tabla 3). Estas interacciones se manifestaron en los niveles mas
bajos de suplementacion con HS (0% y 0,25% PV/d). Cuando los corderos bebieron agua SB, el CMOF y el
CFDNTD siguieron una tendencia lineal decreciente (P = 0,06 y P < 0,05, respectivamente) con niveles
crecientes de HS suplementaria, mientras que el CMOT no fue afectado por la HS. Por el contrario, CMOF

(P =10,90) y CFDNTD (P = 0,79) no resultaron alterados, mientras CMOT aumenté linealmente (P < 0,01)

99



con la adicién de HS cuando los corderos ingirieron el agua SA. Es importante notar que aunque CMOTD
crecié linealmente (P < 0,05) ante aumentos en los niveles de suplementacién proteica
independientemente de la calidad del agua, los corderos que bebieron SB tuvieron mayor CMOTD (P <
0,05) que los corderos SA solamente en el primer y segundo nivel de HS (0% y 0,25% PV/d). Por otra parte,
no se observé interaccion HS x calidad del agua para el consumo de agua (CA; P = 0,60), el cual tendié a
responder a los distintos niveles de HS (P = 0,07) de manera positiva lineal (P < 0,01) pero no fue afectado

por su calidad (P = 0,39).

4.2. Digestibilidad del alimento

No se registraron interacciones HS x agua para ninguna de las variables de digestidn
evaluadas (P > 0,52; Tabla 3). La calidad del agua y la suplementacidn con HS afectaron la digestibilidad
de la MO total (DMOT; P < 0,01 y P = 0,01, respectivamente), pero no tuvieron efectos sobre la
digestibilidad de la FDN total (DFDNT; P = 0,10 y P = 0,22, respectivamente). La digestiéon de la MO fue
mayor (P < 0,01) en corderos SA comparado con los corderos SB. La suplementacion proteica incrementé

linealmente DMOT (P < 0,01).

4.3. Balance de Nitrégeno

Los valores del balance N no fueron alterados por la interaccién HS x agua (P > 0,12), excepto
para el N retenido como porcentaje del N total consumido (N retenido / N consumido; P < 0,01; Tabla 4).
El tratamiento SA afectd negativamente el consumo de N (P < 0,01), y provocd menor excrecion de N fecal
(P < 0,01) y menor balance de N (P < 0,01). En contraste, la excrecién de N urinario fue menor en los
corderos SB que en los SA (P = 0,03). El consumo de N (P <0,01), el N en orina (P < 0,01) y el balance de N
(P < 0,01) aumentaron linealmente en la medida que se incrementaron los niveles de HS, aunque la
excrecion de N en heces no fue afectada (P = 0,26). Merece destacarse que aunque el balance N resultd
ser menor en SA con respecto a SB sin suplementacion (-3,4 y -1,7, respectivamente; P = 0,05), este no

difirié con el nivel mas alto de HS (4,2 y 4,0, respectivamente; P = 0,85). A pesar que el N retenido / N
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consumido aumentad linealmente (P < 0,01) y con una tendencia cuadratica (P = 0,08) en corderos SB y de
manera cubica en los corderos SA (P = 0,03) ante incrementos en los niveles de HS, la respuesta de mayor

magnitud ocurrid con el primer agregado de HS suplementaria (0,25% PV/d).

4.4. Nitrégeno ureico en plasma
El NUP no fue afectado por la interaccidén HS x agua (P = 0,38; Tabla 5). La calidad del agua
no tuvo efectos sobre NUP (P = 0,11), mientras que aumenté linealmente en la medida que el nivel de HS

se incremento (P < 0,01).

4.5. Produccidn de orina y funcién renal

A excepcidn de la concentracién de urea urinaria (CUU; P < 0,03), la interaccién HS x agua no
afecto al volumen de orina producido (P = 0,25), a la urea urinaria como porcentaje del N total urinario
(UU/NTU; P =0,86), a la urea reabsorbida por los rifiones (P = 0,61), ni a la TFG (P = 0,37). La interaccion
observada para CUU se origind en el nivel mas elevado de HS como resultado de una mayor concentracion
de urea en orina (P < 0,05) en los corderos bebiendo SB comparado a aquellos que bebieron SA. La
produccidn de orina fue superior (P < 0,03) en los corderos SA, mientras la calidad del agua no modificé
la relacion UU/NTU, la reabsorcidén de urea, ni tampoco la TFG (P > 0,30). Los resultados de niveles
incrementales de HS fueron una reduccion a tasa decreciente en la reabsorcion de urea (cuadratico; P =

0,08) y un incremento lineal en la produccién de orinay en la TFG (P < 0,01).

4.6. Consumo de azufre y concentracién ruminal de H,S

El consumo de azufre a través del agua de bebida (CSA) y el consumo de azufre total (CST)
tendieron a ser modificados por la interacciéon HS x agua (P = 0,10 y P = 0,08, respectivamente; Tabla 6).
El CSAy el CST aumentaron linealmente (P < 0,01) en los corderos SA, pero no en el grupo de corderos SB,
a niveles incrementales de HS (P = 0,98 y P = 0,11, respectivamente). La interaccion HS x agua afectd la

concentracién ruminal de H,S (P > 0,01), debido principalmente a un marcado incremento en la
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concentracién de H,S a partir del nivel 0,25% PV/d de HS en los corderos ingiriendo SA. Con niveles
intermedios de suplementacion, la concentracion de H,S se estabilizd en los corderos SA (relacién

cuadratica; P < 0,01).

5. Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que el agua de bebida con
concentraciones elevadas de sulfato puede deprimir la utilizacidn de los forrajes de baja calidad por los
rumiantes, y que el potencial de estimulacién del consumo de este tipo de forraje mediante la
suplementacion proteica es mayor en animales bebiendo agua con un contenido alto de sulfatos. El
CMOTD se incrementd alrededor de un 30% y un 15% en los corderos SA y SB, respectivamente, cuando
se suplementd a los animales con 0,25% PV/d de HS. Estd generalmente aceptado que la PDR debe
encontrarse entre 7% y 13% del consumo de MO digestible (Hollongsworth-Jenkins y col., 1996; Koster y
col., 1996; Cochran y col., 1998) para maximizar la utilizacion del forraje base; sin embargo, niveles
mayores de PDR pueden ser necesitados cuando los animales beben agua con concentraciones elevadas
de solutos. En el presente ensayo, los corderos SA pudieron igualar el CMOTD de los SB recién cuando el
nivel de suplementacién fue del 0,50% PV/d, lo que representdé una relacion PDR : CMOTD de
aproximadamente 17,5% (calculada utilizando NRC, 2000), valor bastante por encima al rango de
referencia antes mencionado.

El patron observado para el CMOF con niveles crecientes de HS explica en gran medida las
diferencias en el CMOTD discutidas arriba. Hasta 0,50% PV/d de suplementacidn con HS, los corderos SB
disminuyeron CMOF en un 14%, en cambio en los SA el consumo de forraje aumentd un 21% con respecto
a los tratamientos sin suplementacién. Una posible explicacion puede ser la diferencia en el CFDNT entre
los animales SB y SA cuando no recibieron ningun aporte proteico. Se ha establecido que un impacto
positivo de la suplementacion proteica puede ser posible cuando el consumo de forraje esta por debajo

de 12 g/kg PV (Mertens, 1994; Ferrel y col., 1999). En el presente ensayo, los corderos SB y SA exhibieron
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CFDNT de 14,4y 9,1 g/kg PV respectivamente, en los tratamientos sin suplementacion (0% PV/d). A pesar
qgue el suministro de una fuente proteica estimula el consumo de forrajes deficientes en N en vacunos
para carne (Bodiney col., 2000; Mathis y col., 2000; Bandyk y col., 2001), estudios similares en ovejas son
consistentes con los resultados del presente estudio (Bohnert y col., 2002; Currier y col., 2004; Salisbury
y col., 2004; Atkinson y col., 2010). Por ejemplo, Chandrasekharaiah y col. (2012) observaron que el CMOF
decrecid linealmente ante niveles incrementales de HS suplementaria en ovejas alimentadas con paja de
mijo (4,3% PB). A su vez, en un estudio reciente, el consumo de forraje en carneros castrados no fue
mejorado con el suministro de HS o urea como fuentes nitrogenadas, mientras que novillos consumiendo
el mismo forraje (4,7% PB) mostraron un aumento en su consumo con el agregado de urea o de HS
(McGuire y col., 2013). Los autores atribuyeron estas diferencias en parte a un CFDNT superior en los
corderos no suplementados. Esta discrepancia entre especies parece estar relacionada con la mayor
habilidad de los ovinos a consumir forrajes con altos contenidos de FDN como resultado de un menor
tiempo de retencion de la ingesta en el rumen (Riaz y col., 2014). Los resultados y argumentos
mencionados explicarian porque el CMOF aumentd en respuesta a la suplementacidn proteica solo en los
corderos bebiendo agua SA.

Por otro lado, la reduccion en el consumo de alimento ocasionado por la ingesta de agua con
elevadas concentraciones de sales (particularmente en sulfatos) observado en este ensayo es consistente
con los resultados de trabajos anteriores (Weeth y Hunter, 1971; Weeth y Capps, 1972; Ward y Patterson,
2004). Similar a los datos obtenidos en el ensayo del capitulo Ill, en el presente estudio el CMOT resulté
un 36% menor en los corderos SA comparados con los SB cuando ambos grupos de animales recibieron el
tratamiento 0% PV/d de suplementacion con HS.

Los mecanismos por el cual los sulfatos en el agua de bebida afectan el consumo de alimento
permanecen sin aclararse. Algunos autores han sugerido que el H,S producido por las bacterias reductoras

de sulfatos (BRS) puede afectar adversamente la motilidad ruminal, aumentando el tiempo de retenciéon
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y la digestibilidad del contenido ruminal (Bird, 1972; Kandylis, 1984; Drewnoski y col., 2014), con la
consecuente reduccién en el consumo de alimento (Loneragan y col.,, 2001; Uwituze y col., 2011;
Drewnoski y Hansen, 2013). A pesar de esto, en el presente estudio las concentraciones de H,S no logran
explicar la disminucion en CMOTD observada en los corderos SA con 0% y 0,25% PV/d de HS, sugiriendo
gue metabolitos intermedios de la reduccidén de sulfatos en el fluido ruminal (ej. HS") podrian haber
deprimido CMOTD. A pesar de que no se registrd el pH del rumen, con niveles bajos de suplementacion
proteica la formacién de H,S a partir de sulfuro (proceso pH-dependiente) podria haber estado inhibida
debido a la naturaleza fibrosa de la dieta (Richter, 2011; Drewnoski y col., 2014; Morine y col., 2014). De
acuerdo a mi conocimiento, esta es la primera vez que una interaccion HS x calidad de agua se reporta
para la concentracidn ruminal de H,S in vivo. No obstante, se requiere de mas investigacién para mejorar
la comprension de los mecanismos involucrados en la produccidon de H,S, que permitan generar
estrategias de suplementacion eficientes cuando los rumiantes son alimentados con forrajes de baja
calidad.

Los efectos que la suplementacidn proteica genera sobre la digestion de los forrajes de baja
calidad varian, con estudios que informan mejoras tanto en DMOT como en DFDNT (Arroquy y col., 2004;
Wickersham y col., 2004, 2008b; Chandrasekharaiah y col., 2012), o solo en DMOT (Bandyk y col., 2001;
Sanson y col., 2003; Schauer y col., 2010), mientras que en otros no se observaron respuestas (Salisbury
y col., 2004; Wickershamy col., 2008a). En el presente estudio, el incremento en DMOT seria ampliamente
atribuido a un efecto directo de la HS altamente digestible, debido a que el aumento en el consumo de
proteina no mejoré DFDNT. Al mismo tiempo, el agua SA alterd positivamente DMOT, lo que podria estar
relacionado con un incremento en el tiempo de retencién de la ingesta en el rumen como se explicd
anteriormente para el consumo, pero que habria resultado insuficiente para afectar la digestibilidad de la

fibra.
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En concordancia con resultados anteriores (Godwin y Williams, 1984; Holter y Urban, 1992)
y con los reportados en el capitulo Ill, aumentos en el contenido proteico de la dieta estimularon el
consumo de agua. Sin embargo, una respuesta no esperada fue la falta de efecto de la calidad del agua
sobre el consumo de agua, lo cual sugiere que el nivel de 6.363 mg/kg de sulfatos en el agua de bebida
estuvo por debajo del umbral de discriminacidn bajo las condiciones experimentales del presente estudio
(Digesti y Weeth, 1976). Es importante resaltar que el experimento se llevo a cabo con temperaturas
medias (21,9°C, 30,0°C, y 14,1°C para temperaturas diarias medias, maximas, y minimas,
respectivamente), lo que redujo los requerimientos de agua y posiblemente disminuyd los efectos de los
sulfatos sobre el consumo de agua (Ray, 1989; Loneragan y col., 2001).

En lineas generales la suplementacién proteica incrementa la retencién y eficiencia de
utilizacién del N en rumiantes consumiendo forrajes deficientes en N (Bohnert y col., 2002; Swanson y
col., 2004; McGuire y col., 2013). Chandrasekharaiah y col. (2012) observaron un incremento cuadratico
en el balance y retencién de N en respuesta a la suplementacion proteica en ovejas. Una respuesta similar
fue observada en el presente estudio independientemente de la calidad del agua, a pesar que se requirié
un nivel alto de HS (1,00% PV/d) para maximizar el balance y eficiencia de utilizacion del N en los corderos
consumiendo agua con contenido elevado de sulfatos. Investigaciones previas han mostrado que la
disponibilidad del agua de bebida puede alterar la eficiencia con la que los rumiantes utilizan el N
(Silanikove, 2000; Ghassemi Nejad y col., 2014), destacandose el rol de los rifiones en la conservacion de
N-urea (Marini y Van Amburgh, 2003; Marini y col., 2004; Meintjes y Engelbrecht, 2004). La urea es el
componente nitrogenado mds abundante de la orina en los mamiferos (Huntington y col., 2001; Dijkstra
y col., 2013); por lo tanto, el manejo renal de la urea es un factor critico en la economia del N,
particularmente en animales alimentados con dietas deficitarias en proteina (Starke y col., 2012).
Considerando que el consumo de agua no difirié entre los grupos SA y SB en ninguno de los niveles de

suplementacion empleados en los tratamientos, los resultados del presente ensayo sugieren que las
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alteraciones en el balance N fueron una consecuencia de la depresion en CMOF, en lugar de una alteracién
de la calidad del agua sobre la funcion renal. Este argumento es consistente con el hecho que el NUP, Ia
relacion UU/NTU, la reabsorcion de urea y la TFG no se modificaron por la calidad del agua. Dado que la
urea se filtra libremente en el glomérulo, el producto de la TFG y el NUP determina la excrecién maxima
tedrica de urea por los rifiones (Hall, 2000), aunque la excrecion final de urea queda definida por la
eficiencia de reabsorcion en los tubulos renales. Algunos autores sugieren que la capacidad de reabsorcién
de N por los rifiones es dependiente del consumo de sal (Godwin y Williams, 1984; Meintjes y Engelbrecht,
2004); sin embargo, en el presente estudio la habilidad para retener N fue modificada Gnicamente por el
nivel de HS suplementaria. Los corderos consumiendo agua con concentraciones elevadas de sulfatos
produjeron mayor volumen de orina que los corderos SB, lo que indicaria un proceso de diuresis osmoética
atribuible a una carga de solutos en los tubulos renales incrementada. En ratas se ha documentado que
la diuresis osmética aumenta la abundancia de transportadores especificos de urea (UT-Al) en el
conducto colector medular interno (Kim y col., 2005). A pesar que los mecanismos de regulacién no estan
claramente establecidos, la concentracion de urea en el fluido tubular parece ser uno de los factores que
regula la expresion de estos transportadores especificos (Sands, 1999; Kim y col., 2005). Starke y col.
(2012) concluyeron que la reabsorcién de urea en el rifidn se elevd via una hiperactividad de la expresion
de ARNm del UT-A1 en cabras consumiendo una dieta deficiente en N. Por lo tanto, en el presente estudio
una mayor abundancia posible de transportadores de urea en los corderos SA podria haber facilitado la
reabsorcidn de urea en una situacidon donde la concentracion tubular de urea fue baja debido a la relativa

menor absorcion de agua.

6. Conclusion
La suplementacion proteica mejord la retencion de N en corderos consumiendo forraje de
baja calidad y bebiendo agua con contenido elevado de sulfatos. A pesar de esto, se requirieron mayores

niveles de suplementacién para maximizar el consumo de MO digestible y la eficiencia de utilizacién del
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N en corderos SA que en los corderos SB. Estos resultados confirman la existencia de una interaccién entre
la calidad del agua y la suplementacién proteica que altera la respuesta a la utilizacién de los forrajes de

baja calidad por los rumiantes.
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Tabla 1. Sélidos totales disueltos y contenido mineral en el agua de bebida.

SB? SA
ltem mg/I

Solidos totales disueltos 442 8.358
Calcio 36 83
Magnesio 11 21
Sodio 96 3.843
Sulfatos 108 6.363
Carbonatos 207 366
Cloruros 69 138

1SB = agua con concentracidn de sulfatos baja; SA = agua con concentracion de sulfatos alta.

Tabla 2. Composicion quimica del heno y de la harina de soja.

Item Heno Harina de soja
% MS
Materia organica 89,7 94,0
Proteina Bruta 6,4 45,9
Fibra Detergente Neutro 79,5 12,8
Fibra Detergente Acido 54,3 7,8
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Tabla 3. Efecto de la harina de soja (HS) y la calidad del agua sobre el consumo de agua (CA), el consumo MO del forraje (CMOF), consumo MO total (CMOT),

consumo FDN total (CFDNT), consumo MO total digestible (CMOTD), consumo FDN total digestible (CFDNTD), digestibilidad MO total (DMOT) y sobre la

digestibilidad FDN total (DFDNT) en corderos alimentados con heno de forraje de baja calidad.

Calidad del aguat

SB SA P-valores
HS(% PV/d) HS (% PV/d) HS?

Item 0 025 050 0,75 1,00 0 0,25 0,50 0,75 1,00 EEM  Agua HS Agua x HS L Q C
CA, g/kgPV07 153,0 147,1 157,9 173,8 194,6 141,5 1239 159,8 170,5 202,2 16,42 0,39 0,07 0,60 <0,01 0,25 0,64
CMOF, g/kgPVo7> 37,9 37,1 332 291 27,7 239 26,6 28,9 25,7 253 449 <0,01 0,86 0,04

CMOT, g/kgPV®7® 37,9 41,7 424 433 456 239 316 38,0 394 435 4,47 <0,01 0,25 0,04

CFDNT, g/kgPVo7 340 339 311 283 274 21,6 24,6 27,3 25,2 254 3,85 <0,01 0,97 0,04

CMOTD, g/kgPV®" 194 224 220 255 28,6 13,6 17,7 21,5 26,3 27,5 2,32 0,01 0,01 0,07 <0,01 0,98 0,97
CFDNTD, g/kgPV°7 194 17,7 14,6 14,2 1377 129 13,0 14,1 14,7 129 2,06 <0,01 0,86 0,03

DMOT, % 50,0 53,0 51,2 606 622 53,1 56,1 56,3 67,6 63,6 298 <0,01 0,01 0,69 <0,01 0,79 0,36
DFDNT,% 56,1 520 46,4 509 48,2 56,2 51,9 51,3 58,9 50,0 3,21 0,10 0,22 0,52 0,19 0,56 0,14

1SB = agua con concentracion de sulfatos baja; SA = agua con concentracién de sulfatos alta.
2 Contrastes de efecto principal a través de cantidad de HS: L = lineal; Q = cuadratico; C = cubico.
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Tabla 4. Efecto de la harina de soja (HS) y la calidad del agua sobre el consumo diario de nitrogeno (N), excrecidon fecal y urinaria de N, y balance de N en

corderos alimentados con heno de forraje de baja calidad.

Calidad del aguat

SB SA P-valores
HS(% PV/d) HS (% PV/d) HS?

Item 0O 025 050 0,75 1,00 0 0,25 0,50 0,75 1,00 EEM  Agua HS Agua x HS L Q C
Consumo-N, g/d 51 10,7 14,5 19,7 224 3,0 9,3 13,3 18,4 22,1 1,23 <0,01 <0,01 0,45 <0,01 0,35 0,99
Fecal-N, g/d 2,7 3,5 3,8 3,5 3,4 1,6 2,4 3,0 2,8 33 045 <0,01 0,26 0,12 0,08 0,21 0,51
Orina-N, g/d 41 6,6 9,6 12,4 14,8 4.8 6,8 10,5 14,2 14,8 0,86 0,03 <0,01 0,39 <0,01 0,58 0,26
Balance-N, g/d -1,7 0,5 1,1 3,8 4,2 -3,4 0,1 -0,3 1,4 40 080 <001 <0,01 0,32 <0,01 0,83 0,36
Retenido-N/consumido-N, % -49,1 0,0 6,8 19,2 18,9 -104,1 -2,9 -2,3 6,7 18,2 13,12 <0,01 <0,01 <0,01

1SB = agua con concentracidn de sulfatos baja; SA = agua con concentracion de sulfatos alta.
2 Contrastes de efecto principal a través de cantidad suplementaria de HS: L = lineal; Q = cuadrético; C = cubico.

114



Tabla 5. Efecto de la harina de soja (HS) y la calidad del agua sobre la produccion de orina, nitrogeno ureico plasmatico (NUP), concentracidn de urea urinaria
(CUU), urea urinaria como porcentaje del nitrégeno total urinario (UU/NTU), reabsorcion de urea por los rifiones (Reabs. urea), y tasa de filtracion glomerular

(TFG) en corderos alimentados con heno de forraje de baja calidad.

Calidad del Aguat

SB SA P-valores
HS (% PV/d) HS (% PV/d) HS?

Item 0 0,25 0,50 0,75 1,00 0 0,25 0,50 0,75 1,00 EEM Agua HS Agua x HS L Q C
Produccién orina, g/kgPV°7®

33,3 27,4 31,2 41,3 489 33,6 23,2 45,3 52,8 63,1 7,31 0,03 0,03 0,25 <0,01 0,23 0,32
NUP, mg/dL 29,0 38,0 41,7 43,7 48,2 30,2 37,7 40,7 50,7 54,7 3,65 0,11 <0,01 0,38 <0,01 0,66 0,76
CUU, g/dL 1,3 3,4 3,5 3,9 4,0 1,5 3,2 3,2 3,4 3,1 0,34 <0,01 <0,01 0,03
UU/NTU, % 67,7 63,9 70,4 78,0 77,0 67,2 67,1 65,5 76,1 74,5 6,10 0,58 0,45 0,86 0,12 0,70 0,41
Reabs. urea, % 50,8 34,7 28,7 28,4 19,6 43,7 34,8 25,3 23,6 27,3 5,16 0,63 <0,01 0,61 <0,01 0,08 0,61
TFG, mL/min 24,2 40,8 35,4 48,7 47,2 30,9 31,1 29,4 47,8 43,0 4,44 0,30 <0,01 0,39 <0,01 0,77 0,51

1SB = agua con concentracion de sulfatos baja; SA = agua con concentracién de sulfatos alta.
2 Contrastes de efecto principal a través de cantidad suplementaria de HS: L = lineal; Q = cuadrético; C = cubico.
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Tabla 6. Efecto de la harina de soja (HS) y la calidad del agua sobre el consumo de azufre a través del agua de bebida (CSA), consumo de azufre total (CST),

concentracién ruminal de sulfuro de hidrégeno (H,S) en corderos alimentados con heno de forraje de baja calidad.

Calidad del Aguat

SB SA P-valores
HS (% PV/d) HS (% PV/d) HS?
Item 0 0,25 0,50 0,75 0 0,25 0,50 0,75 1,00 EEM  Agua HS Agua x HS L Q C
CSA, mg/kgPV07> 5,3 5,0 5,4 315,7 286,1 374,3 399,7 464,2 33,40 <0,01 0,13 0,10 0,02 0,49 0,61
CST3, mg/kgPVo7> 47,4 70,1 87,1 108,4 1254 341,7 340,1 450,8 4959 581,6 3590 <0,01 <0,01 0,08 <0,01 0,63 0,69
H,S* 1,2 1,2 1,2 1,6 2,7 3,3 2,9 29 0,20° <001 <0,01 0,01

H.S%,( ppm)

(17,0) (15,5) (17,4) (15,8) (50,1)

(38,9) (489,8) (2089,3) (977,2) (955,0)

1SB = agua con concentracidn de sulfatos baja; SA = agua con concentracién de sulfatos alta.

2 Contrastes de efecto principal a través de cantidad suplementaria de HS: L = lineal; Q = cuadrético; C = cubico.
3El contenido de azufre de los ingredientes se estimé segin NRC (2000).

4 Datos para H,S fueron log transformados para satisfacer el supuesto de igualdad de varianza.

5 Las medias fueron retransformadas.
5 Error estandar de la media (n=2).
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CAPITULO V: Sintesis, implicancias y proyecciones

Los experimentos que conformaron el presente trabajo de tesis tuvieron como
objetivo generar informacidn acerca de las potencialidades de dos estrategias alternativas para
mejorar la utilizacion de aguas de bebida con contenidos elevados de sales por los rumiantes,
con el fin préctico de reducir los efectos negativos de estas sobre la productividad animal.

Con respecto a la primera estrategia evaluada, y en el marco de las condiciones
experimentales del estudio realizado, los resultados obtenidos no proporcionaron evidencia que
la exposicion temprana al agua salada incremente la aceptacidn de los animales por este tipo de
aguas. Incluso, se observaron algunas respuestas que podrian suprimir las potenciales ventajas
adaptativas adquiridas como consecuencia de la exposicion temprana al agua salada, tal como
una reduccién en el consumo de agua salada y de alimento. No obstante, la generalizacién de
las conclusiones de esta parte del trabajo de tesis requiere de investigaciones que evallden en
detalle el impacto de la edad del animal cuando es expuesto al estimulo (agua salada), la
duracidn de la exposicidn y la intensidad del estimulo (concentracion y tipos de sales en el agua
de bebida). Por ejemplo, si la intensidad del estimulo sobrepasa la capacidad de adaptacion del
animal, lo esperable es el desarrollo de aversién mas que de aceptacion y preferencia por el
mismo. En el estudio realizado, una explicacion probable de la respuesta de los animales
expuestos a agua salada a edades tempranas (reduccién del consumo de agua salada y de
alimento) es que la intensidad del estimulo (concentracidn y tipo de sales del agua de bebida)
durante la exposicién haya sido lo suficientemente alta como para generar aversion por el
mismo.

Por otra parte, la suplementacion proteica mostré ser una estrategia nutricional
valida para mejorar la utilizacidn de forrajes de baja calidad en rumiantes consumiendo aguas
con concentraciones elevadas de sales. En este sentido, la novedad revelada por los resultados
obtenidos en esta parte del trabajo de tesis es que se requiere de niveles de suplementacion

mayores a los cominmente recomendados cuando los animales consumen forrajes de baja
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calidad y beben agua salada. No obstante, los mecanismos subyacentes a la interaccién entre la
suplementacién proteica y el agua salada permanecen indeterminados y deberian ser objeto de
futuras investigaciones. En lo que respecta a la implicancia practica de los resultados obtenidos,
la contribucidon es significante ya que sefiala la necesidad de incrementar el nivel de
suplementacién proteica por encima del recomendado cuando el ganado consume forrajes de
baja calidad y bebe agua salada. La practica resultaria de facil aplicacion en los sistemas
ganaderos, y permitiria aumentar la producciéon animal en ambientes con forrajes y agua de

bebida de mala calidad.
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