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RESUMEN

El productor agropecuario se enfrenta al desafio de mejorar la eficiencia de uso de los
recursos disponibles y, al mismo tiempo, reducir la contaminacion ambiental. La produccion
animal representa una fuente significativa de gases de efecto invernadero (GEI) a través de la
emision de metano (CHa4) y Oxido nitroso (N20), ademas de la contaminacion del agua con
nitratos (NOz") y la volatilizacion de amoniaco (NHs). La optimizacion de la nutricion del ganado
lechero es una herramienta clave para la problematica ambiental provocada por la acumulacion
de nitrégeno (N) y la emision de CHsen los sistemas lecheros. A pesar de la importancia que
tiene en nuestro pais la produccion lechera, hasta el presente existe poca informacion sobre
emisiones de CH4y sobre la relacion entre la eficiencia de utilizacion del N de la dieta (EUN) y
las emisiones de CH4 en vacas lecheras. En este contexto, la presente tesis doctoral tiene como
objetivo estudiar el efecto de distintos niveles de proteina bruta (PB) de la dieta sobre la
productividad animal, la fermentacion ruminal, el destino del N consumido y el impacto

ambiental de vacas Holando Argentino en lactancia.

En el capitulo 2, como parte de la revision bibliogréfica del tema, se realiz6 la evaluacion de
la situacién actual con respecto a los niveles de PB utilizados y recomendados a nivel nacional e
internacional, y la EUN. Para ello, se estudio la variabilidad de los niveles de PB en las dietas
utilizadas en vacas en ordefio a nivel nacional, la secrecion de N en leche, su relacion con la EUN
de la dieta, y las emisiones de CH4 entérico en 122 sistemas lecheros de las principales cuencas
lecheras del pais. Los valores de PB en los sistemas de Argentina observados fueron altos con
respecto a las recomendaciones internacionales. Las EUN observadas fueron menores a las
deseadas, demostrando que adn quedan muchas estrategias para mejorar este indicador. A
continuacion, en el capitulo 3, se realizd una revision sistematica y un andlisis global de las
relaciones entre las variables en los resultados de 53 ensayos de alimentacion publicados que
tuvieron como objetivo evaluar diferentes concentraciones de PB en la dieta de vacas lecheras. Se
realizd un andlisis de componentes principales para evaluar las relaciones de las variables bajo
estudio, y posteriormente, a fin de determinar la funcidn que relaciona la concentracion de PB (%)
y variables productivas, se realizd un analisis a través de regresiones aleatorias. La revision
sistematica permitid generar una sintesis de la evidencia disponible para proseguir con el analisis
en profundidad de las relaciones entre las variables. Si bien en algunas variables, como el consumo

de materia seca (CMS), el contenido de proteina en leche y el N ureico en leche (NUL) tuvieron
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poca variabilidad de respuesta, la produccion de leche individual y la EUN tuvieron una respuesta
variable, siendo ambas variables de importancia para el costo de la dieta y el resultado econdémico
final. La alta correlacidn negativa entre la concentracion de NUL y la EUN demostro su utilidad

como indicador de la eficiencia de utilizacién del N.

En el capitulo 4, con el objetivo de evaluar la EUN de la dieta, la emision de CH4 entérico, la
produccion de leche (PL) y el resultado econémico, se llevo a cabo un ensayo a campo en vacas
Holando Argentino en lactancia alimentadas con dietas con distinto contenido de PB; 13, 16 y 19
% PB. Con CMS y materia organica (MO) digestible similares, al aumentar el contenido de PB en
la dieta) aument6 de forma lineal la PL (+ 16 %), el contenido y la excrecion de proteina en leche
(PBL). La excrecion de N en leche (NL) mostré la misma tendencia que la PBL. Con respecto a la
EUN, cuanto mayor fue el consumo de N (CN), menor fue la EUN. EI volumen de orina, el N
excretado en orina (NOr), y el N en forma de urea en orina (NUQTr), al igual que la proporcién de
CN excretado en orina en forma de NOr y NUOTr, aumentaron significativamente en respuesta al
contenido de PB. La emision diaria de CHs entérico, la intensidad de emisién y la tasa de
conversion de CHa (Ym) no se vieron afectadas por el nivel de PB de la dieta. Con respecto a los
indicadores econdmicos, el costo de la racion fue mayor a medida que aumento el porcentaje de
PB de la dieta. Sin embargo, al aumentar la PB de la dieta aument6 la PL, lo que permitié un mayor
rendimiento de leche libre de racién, un mayor ingreso por vaca, y un mayor margen bruto. No
obstante, los costos potenciales debido a una mayor excrecién de N, y por lo tanto un mayor riesgo
de lixiviacion de NOz y de emision de N2O, fueron mayores a medida que se incrementd en
contenido de PB. Estos resultados muestran que la optimizacion del contenido de PB en la dieta
deberé ser un balance entre los impactos econémicos y ambientales en la PL, ya que el consumo
excesivo de N implicaria una mayor pérdida en forma de urea a través de la orina, lo que llevaria

a un aumento de las emisiones de NHz y N2O.

Por ultimo, en el capitulo 5, se llevd a cabo un ensayo en un sistema in vitro de doble flujo
continuo con el objetivo de evaluar los efectos del aumento de los niveles de PB dieta utilizadas
en ganado lechero sobre la fermentacion ruminal, el metabolismo ruminal del N, la eficiencia de
sintesis microbiana, la poblacién microbiana y la produccion de CHs y. El aumento de la PB en la
dieta (13, 16 y 19 % PB) no tuvo un efecto significativo en la digestibilidad in vitro de la MS, la
MO o de la fibra. A medida que el contenido de PB aumento, el pH ruminal medio aumento
linealmente, al igual que el pH maximo y minimo. Las concentraciones de acidos grasos volatiles

totales (AGVT) y proporciones molares de acetato (C2), butirato (C4) y valerato (C5) no se vieron
VI



afectadas por los tratamientos, existiendo una tendencia a disminuir los AGVT de forma lineal a
medida que aumenta el nivel de PB. Para el caso del propionato (C3), al igual que el iso-valerato
y contrariamente al iso-butirato, si bien no hubo diferencias entre tratamientos, se observo una
disminucion en la proporcion molar con el aumento en el contenido de PB de la dieta. La relacion
C2:C3 aumento linealmente con el contenido de PB en la dieta. La emision de CHa, y la densidad
de la poblacion de bacterias totales y metanogénicas no difirieron entre tratamientos. En lo que
respecta al metabolismo del N, la concentracion ruminal de N-NHz en el efluente (mg/dL), asi
como el flujo de N total y N-NHs (g/d), aumentaron linealmente al aumentar el contenido proteico
de la dieta. Por el contrario, el flujo de N no amoniacal y de N bacteriano disminuyeron linealmente
con el aumento de la PB de la dieta, siendo este Gltimo 32% menor en el tratamiento con mayor
respecto al de menor contenido de PB. La digestibilidad de la proteina y la eficiencia de sintesis
bacteriana (g N/kg MO), no se vieron afectadas por el contenido proteico en la dieta, observandose
una tendencia a una disminucion lineal a medida que el contenido de PB fue mayor. Dietas con
niveles decrecientes de PB dieron como resultado patrones alterados de fermentacion ruminal,
como el pH ruminal y los cambios en el metabolismo de parte de los AGV y el N. Las dietas con
13% y 16% de PB proporcionaron efectos positivos sobre el flujo de N microbiano y una tendencia
hacia una mejor eficiencia microbiana en el rumen; por lo tanto, fueron la mejor estrategia para
una mejorar la utilizacién de N en el rumen. Mas alla de ese nivel, no hubo més beneficios de

alimentar una mayor PB en la dieta.

Vil
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ABSTRACT

Farmers are facing new challenges, having to improve the efficiency of use of available
resources, and at the same time adapt to the demands in order to reduce environmental pollution.
Animal production represents a significant source of GHG through methane (CHas) and nitrous
oxide (N20) emission, in addition to nitrates (NOz’) water pollution and ammonia (NHz)
volatilization. The dairy cattle nutrition is a key tool for environmental problems caused by
nitrogen (N) accumulation and CH4 emission in dairy systems. Despite the importance of milk
production in our country, there is little information on CH4 emissions and its relationship with
dietary N use efficiency (NUE) in dairy cows. In this context, the objective of this doctoral thesis
was to study the effect of different dietary crude protein (CP) levels on productivity, ruminal

fermentation, N intake fate and the environmental impact in Argentine Holstein dairy cows.

As part of the literature review, in chapter 2, an evaluation of the CP levels currently used and
the NUE values in Argentinian dairy systems was carried out. The dietary CP levels variability
used in dairy cows, milk N secretion, its relationship with the NUE and enteric CH4 emissions of
122 national dairy systems located in main dairy basins of the country were studied. CP levels in
Argentina's systems were high compared to international recommendations. Also, NUE values
were lower than desired, demonstrating that there are still many strategies to improve this indicator.
Furthermore, in chapter 3, a systematic review of 53 published feeding trials that evaluated
different dietary CP in dairy cows, and global analysis of the relationships between under study
variables, was carried out. For that purpose, a main components analysis of was done, and later,
through random regressions, the function that relates the CP levels (%) and productive variables
were determined. The systematic review allowed a synthesis of the available evidence to continue
with the in-depth analysis of the relationships between variables. Although in some variables, such
as dry matter intake (DMI), milk protein content and milk urea N (MUN) had low response
variability, individual milk production and NUE had a variable response, being both variables of
importance for the diet cost and the economic result. The high negative correlation between MUN

concentration and NUE demonstrated MUN usefulness as a NUE indicator.

In order to evaluate dietary NUE, enteric CH4 emission, milk production and economic
results on Argentine Holstein dairy cows fed diets with different CP levels (13, 16 and 19 %) in
chapter 4, a field trial was carried out. With similar DMI and organic matter (OM) digestibility,
an increase in dietary CP content allowed a linear increase of milk production (+ 16 %), milk
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protein content and yield. Milk N excretion (MN) showed the same trend as milk protein yield.
In addition, a higher N intake (NI) generated lower EUN. Urine volume, N excreted in urine
(NU), and urea N in urine (UNU), as well as the proportion of NI excreted in urine, increased
significantly in response to dietary CP level. Daily enteric CH4 emission, emission intensity and
CHa conversion rate (Ym) were not affected by dietary CP content. Respect to the economic
indicators, the ration cost was higher as the percentage of dietary CP increased. However, as CP
level increased, the milk production increased and allowed a higher milk yield free of ration
cost, a higher income per cow, and a higher gross income. However, the potential costs due to
increased excretion of N to the environment, and therefore increased risk of NOs™ leaching and
N2O emission, were higher as dietary CP content increased. These results show that optimizing
CP content should be a balance between economic and environmental impacts on milk
production, since excessive N intake would imply greater loss in the form of urea through the

urine.

Finally, a dual-flow continuous culture fermenter system was used to assess the effect of
increased dietary CP levels used in dairy cattle on ruminal fermentation, N metabolism,
microbial synthesis efficiency, microbial population and CH4 production (chapter 5). The
increase of dietary CP content (13, 16 and 19 % PB) didnt have a significant effect on the in
vitro DM, OM of fiber digestibility. As dietary CP content increased, the mean, maximum and
minimum ruminal pH increased linearly. The total volatile fatty acids (TVVFA) concentration and
molar proportions of acetate (C2), butyrate (C4) and valerate (C5) were not affected by
treatments, with a tendency to decrease linearly the concentration of TVFA as dietary CP level
increases. In the case of propionate (C3) and iso-valerate, although there were no differences
between treatments, there was a decrease in the molar ratio with an increase in dietary CP
content. The relationship C2:C3 increased linearly as the CP concentration was higher. CHs
production, total bacteria and methanogenic bacteria population density were similar between
treatments. Respect to N metabolism, ruminal NH3-N effluent concentration (mg/dL), as well as
total N (TN) and NHs-N (g/d) flow, increased linearly as CP content increased. In contrast, non
NHz3-N flow (NAN) and bacterial N decreased linearly with increasing content of CP, being 32%
lower in high CP diet respect to the lower CP content diet. The protein digestibility and bacterial
synthesis efficiency (g N/kg OM) were not affected by treatments, with a tendency of a linear
decrease as dietary CP content increased. Diets with decreasing dietary CP levels resulted in

altered patterns of ruminal fermentation, such as ruminal pH and changes in VFA and N
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metabolism. Diets with 13 and 16 CP % had positive effects on bacterial N flow and a tendency
for improved efficiency of bacterial N synthesis. Therefore, both treatments were the best
strategy for improving ruminal NUE. Beyond 16 CP %, there was no further benefit of feeding

a higher dietary CP level.
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Keywords: livestock, dairy, nitrogen, efficiency, excreta, environment, greenhouse gases,
methane.
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ABREVIATURAS

AA: aminoacidos

ACV: Andlisis de Ciclo de Vida

AGV: acidos grasos volatiles

CH4: metano

CHOs: carbohidratos

CMS: consumo de materia seca

CO2: dioxido de carbono

COV: compuestos organicos volatiles

DP: derivados de purinas

E: energia

EB: energia bruta

EE: extracto etéreo

EEA: Estacion Experimental Agropecuaria

EfE: eficiencia energética

EM: energia metabolizable

EUN: eficiencia en el uso del nitrégeno

FAO: Organizacion de Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura
FDA: fibra detergente acido

FDN: fibra detergente neutro

FE: factor de emision

GB: grasa butirosa

GELl: Gases de efecto invernadero

IE: intensidad de emision

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
IPCC: Panel Intergubernamental para el Cambio Climético
LCE: leche corregida por energia

LCG: leche corregida por grasa

LCGP: leche corregida por grasa y proteina

MS: materia seca

MS: materia seca

N: nitrégeno
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N2: nitrdgeno gas

N2O: 0xido nitroso

NHs: amoniaco

NNA: nitrégeno no amoniacal

NNP: nitrdgeno no proteico

NOr: nitrégeno en orina

NOs™: nitrato

Nr: nitrégeno reactivo

NT: nitrégeno total

NUL.: nitrégeno ureico en leche
NUOT: nitrégeno ureico en orina
NUS: nitrégeno ureico en sangre

P: fosforo

PB: proteina bruta

PBL.: proteina bruta en leche

PDR: proteina degradable en el rumen
PM: proteina metabolizable

PMo: proteina microbiana

PNDR: proteina no degradable en el rumen
PV: peso vivo

RBT: recuento de bacterias totales
RCS: recuento de células somaticas
SFe: hexafloruro de azufre

SNG: sélidos no grasos

Ym: factor de conversion del metano entérico (proporcion de EB consumida que se pierde como
CHy)
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL

Anivel global, se espera que la demanda de proteina de origen animal se incremente de manera
constante debido, entre otros factores, al aumento de la poblacién mundial y a los procesos de
mejora econdmica y urbanizacién en China y paises del sudeste asiatico. Comparado con el aio
2000, FAO (2011) pronostico para el ano 2050 un incremento de mas del 100% en el consumo de
carne y leche. Si bien este hecho puede ser favorable para paises como Argentina, la produccion
animal se encuentra transitando una situacion compleja, dada por el desafio de atender una
demanda creciente de productos de origen animal con el compromiso de disminuir el impacto
ambiental de su produccion. En este contexto, el productor agropecuario se enfrenta al desafio de
mejorar la eficiencia de uso de los recursos disponibles y, al mismo tiempo, y reducir la

contaminacion ambiental derivada de la produccion.

Las actividades agropecuarias han sido participes del aumento en el volumen de gases de
efecto invernadero (GEI), principalmente en forma de metano (CH4), 6xido nitroso (N20) y
dioxido de carbono (CO2) (Mohammed et al., 2019). Segln la Organizacion de Naciones Unidas
para la Alimentacion y Agricultura (FAO), la ganaderia mundial seria responsable del 9% de las
emisiones globales de CO», del 35-40% de las emisiones de CH4 y de aproximadamente el 19 %
de las de N2O (Steinfeld et al., 2006; Faverin et al., 2015). Comparado con el CO2, que es un
contaminante climatico de larga duracion (hasta 200 afios de presencia en la atmoésfera), el CHs es
de corta duracién, pero atrapa 84 veces mas calor que el CO», después de haber sido liberado al
aire. Por lo tanto, es clave la posibilidad de reducir los impactos negativos en el clima por parte de
este GEI. La misma situacion ocurre para el caso del N2O, cuyo potencial de calentamiento global

es 296 veces mayor que el del CO», lo que lo convierte en un potente GEI (IPCC, 2001).

Desde los afios 90, las emisiones de Argentina se han incrementado lenta, pero
sostenidamente, y los sectores de agricultura y energia fueron los que mas contribuyeron a las
emisiones de GEI (Climate Transparency, 2017). Si bien la Republica Argentina es responsable
de un pequefio porcentaje de las emisiones globales de GEI (0,76%) y se ubica en el puesto 19
entre los paises emisores (Friedrich et al., 2017; Faverin et al., 2019), al ratificar la Convencion
Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico (CMNUCC), asumio la obligacion de
informar todo lo relevante para el logro de los objetivos de la Convencion, en particular aquello
relacionado con sus inventarios nacionales de GEIl y programas nacionales que contengan medidas

para disminuir las emisiones y mitigar el cambio climatico. El sector ganadero nacional, y



particularmente la ganaderia bovina de base pastoril, es considerada responsable de la mayor parte
de las emisiones de GEI de este sector. Si bien el sector energia es el mayor contribuyente a las
emisiones de GEI a nivel nacional, segun el inventario nacional del afio 2016, el sector ganadero
contribuye con 21,6% del total de las emisiones nacionales y los bovinos son responsables de casi

53% de estas emisiones, principalmente a traves de CHs entérico (SAyDS, 2019).

Existen diversos impactos ambientales asociados a la cadena lactea, pero el punto critico esta
en la produccion primaria (IDF, 2009; Gonzélez-Garcia et al., 2013; Guerci et al., 2013; Chen y
Holden, 2018). Los sistemas lecheros son una fuente de emisiones de GEI, en forma de CH4 debido
a la fermentacion entérica, y CHs y N2O de las excretas. Aunque la emision CH4 es un motivo de
preocupacion a nivel mundial, debido a que es uno de los principales GEI, la problematica
ambiental relacionada al nitrogeno (N) debe ser considerada (Tamminga, 1992; Ledgard et al.,

2019).

El N es un elemento indispensable en la produccion agropecuaria. La produccion de rumiantes
contribuye con las emisiones de N al ambiente, y su uso ineficiente puede derivar en pérdidas al
ambiente (Oenema et al., 2012), principalmente amoniaco (NH3z) y N2O al aire (Sutton et al.,
2011), nitrato (NOs") al agua subterranea y N particulado a las aguas superficiales (Herrero y Gil,
2008; Cameron et al., 2013; Ledgard et al., 2019). Los rumiantes tienen una eficiencia en el uso
del N de la dieta (EUN) variable pero baja. La EUN, definida como el nitrdgeno retenido en el
producto animal expresado como porcentaje o proporcion del N ingerido (Wilkinson
y Audsley, 2013), es alrededor 25% en promedio (Kohn et al., 2005; Huhtanen y Hristov, 2009;
Calsamiglia et al., 2010; Sanchez Chopa et al., 2016; Herremans et al., 2020), pero podria ser 30-
35% en situaciones mas eficientes de produccion (Calsamiglia et al., 2010; Powell y Rotz, 2015;
Powell et al., 2017). Como consecuencia de la baja EUN, una gran proporcién del N consumido
se elimina en las excretas, especialmente en orina (Edouard et al., 2016), convirtiendo al ganado
lechero en una fuente importante de contaminacion del agua y el aire. Esta situacion ha llevado a
la evaluacion de dietas con menor contenido de proteina bruta, PB (van der Stelt et al., 2008;
Dijkstra et al., 2011; Lee et al., 2012; Pfeffer et al., 2016), a través del aumento de la eficiencia de
utilizacion del N dietario (Gregorini et al., 2016, Almeida et al., 2020).

La sobrealimentacion de PB es una practica corriente en sistemas lecheros, como un medio
para asegurar una mayor produccion de leche por vaca. Sin embargo, dicha estrategia no solo
aumenta los costos de alimentacion, sino que ademas incrementa el impacto ambiental (Brown,

2014; Abbasi et al., 2019). No obstante, disminuir la concentracion de PB en la dieta puede resultar
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en un suministro de proteina metabolizable (PM, proteina verdadera que es digerida post
ruminalmente y el componente de AA absorbidos por el intestino) inferior a los requerimientos
animales (NRC, 2001; Lee et al., 2012). Esta situacion puede comprometer la productividad de la
vaca al disminuir la produccién de leche y su contenido proteico (Cabrita et al., 2011; Lee et al.,
2011; Lee et al., 2012). Otro aspecto a considerar, cuando se pretende mejorar la EUN mediante
la alimentacion, es la comprensién de sus efectos sobre la emision de CH4 (Gregorini et al., 2016;
Kidane et al., 2018) y la posibilidad de que exista un riesgo de “pollution swapping” (Garrett et
al., 2019), término en inglés que se refiere a un efecto secundario que puede existir al
implementarse alguna estrategia que permina disminuir el impacto de un contaminante. Dicho
efecto puede resultar en el aumento no deseado de otro contaminante, y/o el aumento no deseado
de la emision del contaminante objetivo en otro lugar (Oenema y Velthof, 2007). Con frecuencia,
las opciones de mitigacion dirigidas a mejorar la EUN y disminuir la excrecion de N al ambiente,
pueden resultar en un aumento en la emision de CH4 (Dijkstra et al., 2011), y actualmente existe
poca informacion respecto a dicho efecto (Gregorini et al., 2016; Garret et al., 2019).

1.1.  JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El desafio de atender una demanda creciente de productos de origen animal con pocas
posibilidades de aumentar la superficie de tierra agricola, lleva a la intensificacion de los sistemas
de produccién de leche. Este reto se suma al compromiso de disminuir el impacto ambiental de
dicha produccion.

Los rumiantes desempefian un papel clave en la seguridad alimentaria por la capacidad tinica
que tienen para convertir recursos vegetales que los humanos no podrian consumir en proteina de
origen animal de alta calidad (Gill et al., 2010; Dijkstra et al., 2013; Herremans et al., 2020). Sin
embargo, ese proceso va acompafiado por una contribucion directa a la emision de GEI y a la
contaminacion ambiental por N. La mejora de la EUN y la reduccion de las emisiones de GEI se
encuentran entre los principales desafios para el futuro de la ganaderia (Steinfeld et al., 2006;

Galloway et al., 2008; Almeida et al., 2020).

Este hecho toma particular relevancia en sistemas de produccion caracteristicos de la
Argentina, y representa un desafio para lograr alternativas de manejo de la alimentacion que
permitan reducir la emision y/o la intensidad de emision tanto de CH4 como de N>O. Por otra parte,
la posibilidad de generar informacion sobre emisiones de los principales GEI en sistemas
ganaderos de produccion de leche caracteristicos de nuestro pais permitira, por un lado, reducir la
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incertidumbre de los inventarios nacionales, a través de la generacion de factores de emision
locales, y por otro, disponer de informacion local sobre el potencial de reduccion de emisiones de

GEI mediante el manejo de la dieta en la produccion primaria de leche.

En este contexto, este trabajo de tesis ha indagado en los problemas descriptos, con el
proposito de obtener informacion para la lecheria argentina, que sea de utilidad para llevar a cabo
estrategias de transferencia hacia los productores que promuevan practicas de manejo adecuadas

para lograr sistemas de produccion de leche sustentables.
OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de distintos niveles de proteina bruta en la dieta sobre la productividad
animal, la fermentacion ruminal, el destino del N consumido y su impacto ambiental en vacas

Holando Argentino en lactancia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar los niveles de proteina brua en las dietas utilizadas en vacas en ordefio y la eficiencia
en el uso del nitrogeno de la dieta en sistemas de produccion de leche representativos a nivel
nacional.

e Desarrollar una revision sistematica y un andlisis global de las relaciones integrales de las
variables bajo estudio (consumo de N, produccidn de leche, excrecion de N en leche, en orina
y en heces, N retenido, N ureico en leche y la eficiencia en el uso del N), en base a trabajos
de investigacidn sobre ensayos con vacas lecheras que incluyeron dietas con diferentes niveles
de proteina bruta.

e Evaluar el efecto de dietas con distinto contenido N sobre el balance de N corporal total
(consumo de N; retencion de N en tejidos corporales y leche; excrecion de N en orinay materia
fecal) y la eficiencia en el uso del N de la dieta.

e Describir la respuesta marginal de eficiencia entre la produccion de leche y la oferta de N en
vacas lecheras alimentadas con dietas con distinto contenido de N.

e Cuantificar la emision de metano entérico en vacas lecheras alimentadas con dietas con
distinto contenido de N.

e Evaluar in vitro el efecto de dietas con distinto contenido de N sobre la fermentacion ruminal,
la eficiencia de sintesis de masa microbiana y la poblacion microbiana en un sistema de

fermentadores de doble flujo continuo.



HIPOTESIS

Alimentar vacas en lactancia con dietas con un contenido de N menor al recomendado
incrementara la eficiencia de retencidn del N dietario en proteina en leche y disminuira la excrecién

de N al ambiente, sin afectar la produccion de leche.
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CAPITULO 2 — REVISION BIBLIOGRAFICA: EFICIENCIA EN EL
USO DEL NITROGENO POR VACAS LECHERAS Y SUS EFECTOS
AMBIENTALES.

2.1. INTRODUCCION

Uno de los objetivos de la alimentacion de rumiantes es proporcionar la cantidad de nutrientes
que el animal necesita para alcanzar un determinado nivel de produccion (Keim y Anrique, 2011).
Cualquier deficiencia de nutrientes dara como resultado una menor produccion, mientras que un
exceso de nutrientes generard impactos negativos sobre los costos de produccion, los animales y
el ambiente (Hristov y Jouany, 2005; Pacheco et al., 2008). Los sistemas de produccion de
rumiantes son cada vez mas desafiados en términos ambientales (O'mara, 2011), por lo tanto, la
cuestion ambiental ha recibido mayor atencién en los ultimos afios (Steinfeld et al., 2006;
Fanchone et al., 2014; Niu et al., 2016).

La mayoria de los problemas ambientales estan relacionados a la alimentacién, al manejo de
las excretas y, en consecuencia, al manejo de los nutrientes (Herrero et al., 2006; Dijkstra et al.,
2013a). Varios estudios han informado de los efectos ambientales perjudiciales de la produccién
de rumiantes, como el cambio climatico debido a las emisiones de GEI y el deterioro de la calidad
del agua debido a la lixiviacion de nutrientes (FAO, 2006; Galloway et al., 2008; Gerber et al.,
2013; Sall y Gren, 2015). Los nutrientes, principalmente el N y el fésforo (P), son un componente
importante de la contaminacién de las aguas superficiales, subterraneas y marinas, debido al dafio
que generan a los ecosistemas mediante la eutrofizacion y degradacion (OCDE, 2018). EI N se
considera el elemento mas critico, y es el principal contaminante de interés en relacién con los
sistemas de produccion de rumiantes. Ademas de otros GEI como el diéxido de carbono (CO.) y
el metano (CHa), el N contribuye al impacto negativo sobre el ambiente por medio de la lixiviacion
de nitratos (NO3), volatilizacion de amoniaco (NH3) y las emisiones de N>O (Kebreab et al.,
2010).

Los rumiantes utilizan el N dietario con una determinada EUN (g N en leche / g N
consumidos) la cual es generalmente baja, alrededor del 25% (Calsamiglia et al., 2010; Herremans
et al., 2020). El metabolismo en el rumen ha sido identificado como el factor contribuyente mas
importante a la EUN (Bussink y Oenema, 1998). Generalmente, al aumentar en N suministrado en

la dieta a los animales, se incrementa la excrecion de N en las heces y la orina (Castillo et al.,
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2000), las emisiones de NH3z aumentan (Dijkstra et al., 2013a), junto con las emisiones de N.O
(Ryanetal., 2011) y la lixiviacion de NO3™ (Ledgard et al., 1999; Wilkinson y Garnsworthy, 2017).

La preocupacion por el impacto ambiental de la produccidn ganadera en general, y la lechera
en particular, ha llevado a la evaluacion de dietas alternativas para reducir la excrecion de N,
mediante el aumento de la EUN (Gregorini et al., 2016; Almeida et al., 2020). En general, dietas
con bajos contenidos de N, permite que una mayor proporcién del N de la dieta sea convertida en
N microbiano. Esto permite una menor excrecion de N y una mayor retencion de N en el animal o
N en leche. Teniendo en cuenta esta situacion, entre los principales desafios de la investigacion
actual, se incluye la evaluacion de estrategias nutricionales para reducir la cantidad de PB en dietas
de vacas lecheras para minimizar la pérdida de N al ambiente (Wu et al., 2001; Wattiaux y Karg,
2004; Kebreab et al. 2010; Sutter et al., 2017; Van Amburgh et al., 2018; Kidane et al., 2018;
Stevens, 2019; Guo et al., 2019; Nichols et al., 2019) sin afectar la produccion de leche.

Al mismo tiempo, se trata de reducir la contaminacion por nutrientes y las emisiones de GEl,
lo que ha dado lugar a diversos acuerdos internacionales, como por ejemplo el protocolo de Kioto
(Kebreab et al., 2010). La reduccion del contenido de proteinas en la dieta disminuye la excrecion
de N, pero el efecto sobre la produccion de metano es menos claro (Dijkstra et al., 2011).
Actualmente, la emisién de CH4 es un motivo de preocupacion a nivel mundial, debido a que es
uno de los principales GEI, junto con el N2O. Existe consenso en que la excrecion de N 'y CHa
depende de la manipulacién de la dieta. Sin embargo, aquellas estrategias de mitigacion dirigidas
a reducir la excrecién de nitrégeno urinario podrian resultar en niveles elevados de emision de CHa
(Dijkstra et al., 2011). El equilibrio entre la excrecion de N y la produccion de CHa entérico debe
comprenderse a escala animal para permitir, a futuro, realizar recomendaciones a los productores
de posibles estrategias de alimentacion que reduzcan simultaneamente el riesgo potencial de
contaminacion de N y emision de CHs del ganado lechero, mientras se mantienen los niveles

deseados de produccion y composicion de leche.

2.2. SITUACION DEL SECTOR LACTEO

La leche es uno de los productos agricolas de mayor produccion y de mayor valor en el mundo.
La creciente demanda mundial de productos lacteos y el impulso constante para mejorar la
eficiencia y la rentabilidad, han dado como resultado una rapida consolidacion y expansion de la
industria lactea (Van Amburgh et al., 2008). En base a los recursos naturales y terrestres existentes

actualmente (FAO, 2011), se prevé que la produccion de leche aumentara 178 millones de
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toneladas para 2026, lo que implica un crecimiento del 22% (OCDE-FAO, 2017). Este crecimiento
se vera impulsado por aumentos en el nimero de cabezas, que se estima en un 11% (79 millones
de cabezas) seguido por el aumento de la productividad por vaca (FAO, 2018), en un contexto de
reduccion en el nimero de establecimientos. En la Figura 2.1 se puede observar la tendencia hacia
la concentracion de la produccion en menor numero de tambos a nivel mundial (OCLA, 2019), en
donde la tasa anual de disminucion de tambos en los paises de América y Oceania fue menor a la

observada en los paises europeos.
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Figura 2.1: Tasa anual de disminucién de unidades productivas en Argentina, comparado con
otros paises lecheros (2002 -2019) (Fuente: OCLA, 2019).

Desde inicios de la década del 90, el sector lechero argentino evolucioné de manera
significativa, constituyéndose en uno de los complejos agroalimentarios mas importantes y
dinamicos del pais, responsable del desarrollo econémico y social de numerosas economias
regionales. Asi mismo, si bien desde inicios de la década del 90 hasta la actualidad se constata un
crecimiento acumulativo del 80% (equivalente a una tasa anual alrededor del 3,5%), las

variaciones ocurridas durante ese mismo periodo, resultan ser llamativas (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Evolucién nacional de la produccidon de leche en Argentina (Fuente: SAGPyYA, 2018).

En los ultimos 25 afios, Argentina ha evolucionado desde una lecheria de mercado interno a
una creciente insercion internacional con una alta diversificacion del destino de sus exportaciones.
Si bien no se encuentra entre los 10 paises que mas producen en el mundo, se ubica entre los
principales exportadores de leche (Figura 2.3), con Brasil (34,8%,), Argelia (19,1%), China
(8,8%), Rusia (7,2%) y Chile (6,3%) como principales destinos (OCLA, 2018). Esto es importante
para un pais como Argentina, que puede destinar a la exportacion entre el 20 y el 25% de su

produccion sin afectar el consumo doméstico (Sanchez et al., 2012).
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Figura 2.3: Mapa de paises exportadores claves de productos lacteos (Fuente: FIL-IDF, 2018).
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A nivel nacional, la lecheria realiza aportes importantes a la sociedad desde el punto de vista
de la seguridad alimentaria, con consumos de lacteos superiores a los requerimientos minimos
indicados por la FAO. Por lo tanto, permite que la actividad econdmica tenga un destacado

posicionamiento a nivel nacional y sea valorada como herramienta para el desarrollo territorial.

Las principales “cuencas lecheras”, regiones dentro de las provincias en las cuales existe una
mayor densidad de tambos, se localizan en la region pampeana que son (Figura 2.4): en la provincia
de Buenos Aires (Mar y Sierras, Oeste, Sur, Abasto Sur, Abasto Norte); en Santa Fe (Norte, Sur,
Central); en Cérdoba (Sur, Villa Maria, Noreste); en La Pampa (Centro- Norte, Sur); y en Entre
Rios (Entre Rios). Existen ademas otras zonas productoras de importancia econémica a nivel
regional, debido a que se ubican cerca de importantes centros urbanos a los cuales proveen de
leche fresca. La cuenca lechera santafesina, tanto por su volumen de produccion como por la
importancia que tradicionalmente tuvo la actividad en el desarrollo de algunas comunas, constituye

la region productora mas importante de América Latina.

Figura 2.4: Distribucion de tambos en Argentina (Fuente: SAGPyYA, 2018).

Argentina no es ajena a la tendencia global de reduccion en el namero de establecimientos
lecheros. En los ultimos afios, la competencia por la tierra debido a la agricultura, el nivel de
complejidad de la actividad, la incertidumbre de continuidad en el sector, las condiciones
climaticas adversas, asi como de disponibilidad y rotacion de la mano de obra, condujeron a una

reduccion de la cantidad de tambos (tasa de cierre) y al aumento de la concentraciéon de la
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produccion en menor cantidad de unidades productivas, limitados en mantener un crecimiento
genuino. Esta situacion ha llevado a replantear el modelo de produccion de leche en donde el
pastoreo de las vacas en ordefio era una de sus caracteristicas principales. Desde 1988 a la fecha,
se observo una tendencia de reduccién del nimero de tambos (66% menos de unidades
productivas), en el nimero de vacas (1,1% de tasa anual de disminucion de cantidad de vacas),
aumento del tamafio del rodeo y de la produccidn por vaca (Taverna et al., 2004). Esta situacion
se vio mas agravada en los Gltimos afios, donde el porcentaje de reduccién de tambos fue de 5,3%
y la reduccion en el numero de cabezas fue de 7,3% para el afio 2018 comparado con el 2017
(OCLA, 2019).

La reduccion en el nimero de establecimientos y en el nimero de vacas no redundé en una
caida en la produccién y puede ser explicado por el aprovechamiento de economias de escala y
por un aumento de la eficiencia media por tambo y por vaca (Sanchez et al., 2012). Desde el ciclo
2003/2004 al 2010/2011, Centeno (2013) constata, en la cuenca tradicional del area central
pampeana, un proceso de concentracion de la produccion en menos unidades (-65%) pero de mayor
tamafo (+268% en vacas por tambo y +548% en litros diarios por tambo). Dicho proceso de
intensificacion explica el mantenimiento del volumen anual producido (+90%) aunque
acompafiado de la desaparicion de alrededor de 19.000 tambos. Menos tambos, méas vacas por
tambo, menos alfalfa en pastoreo y mas concentrado en la dieta de las vacas, son hoy una constante
que se repite en todas las cuencas lecheras del pais (Centeno, 2013). En este sentido se verificd un
proceso de segmentacion de la produccion primaria en dos grupos: uno de gran eficiencia, con
fuertes inversiones de capital, y otro sector de menor eficiencia, mas trabajo intensivo y con menor
aprovechamiento de economias de escala, que fue el que mayores problemas econdémico
financieros enfrenté y donde se produjo la mayor desaparicion de tambos (Gutman et al., 2003).
Esta reduccion tiene consecuencias sociales, ya que provoca el cierre de cada tambo en produccion,
que involucra 15 puestos de trabajo directos y 6 indirectos (Taverna et al., 2012), afectando
fuertemente el desarrollo regional. Las estadisticas mas confiables indican que en el afio 1988
Argentina contabilizaba 30.131 unidades productivas, mientras que en el 2012 este valor descendio
a12.003, estimandose en 10.722 en el afio 2018 con proyecciones firmes de continuidad en la tasa
de cierre de tambos (OCLA, 2018).

Ademas de la problematica en la reduccion del nimero de tambos y las consecuencias sobre
el trabajo que ello trae aparejado, se suma el problema del impacto ambiental. Las consecuencias

ambientales de la ganaderia lechera son una preocupacion publica que se encuentra en aumento

15



(OCDE, 2018), y recibe cada vez mas prioridad en las agendas politicas, sociales y econdmicas de
los diferentes paises (Capper et al., 2009). Los sistemas productivos de mayor escala y mas
intensivos han llevado a una creciente preocupacion sobre el exceso de nutrientes y el bienestar
animal (Van Amburgh et al., 2008). En un contexto mundial de necesidad de lograr al mismo
tiempo seguridad alimentaria y proteccion ambiental, la produccion animal sustentable cobra
protagonismo, demandando a la ciencia y la tecnologia un conocimiento més profundo para
evaluar el impacto ambiental que provocan los diversos modelos agropecuarios al modificar el

manejo de los recursos en la busqueda de una mayor eficiencia productiva.

2.3. EL IMPACTO AMBIENTAL DE LOS SISTEMAS LECHEROS

El impacto ambiental de la produccion ganadera ha recibido mayor atencion en los dltimos
afios. En ganaderia, la mayoria de los problemas ambientales estan relacionados al manejo de la
alimentacion de los animales y de las excretas y, en consecuencia, al manejo de los nutrientes y la
nutricion animal. Un importante desafio al que se enfrenta el sector lechero a nivel mundial es el
desarrollo de sistemas productivos que puedan mantener o aumentar la produccién y la
rentabilidad, reduciendo al mismo tiempo los impactos ambientales, incluidos aquellos impactos
sobre el agua y el clima (Clark et al., 2007; Beukes et al., 2017; Beukes et al., 2019). Esta situacion
genero que las politicas ambientales méas relevantes para la produccion lechera en los ultimos afios
se hayan centrado en la contaminacion del agua con NOs y la volatilizacion de NHs, y més
recientemente en la biodiversidad y los impactos climaticos de las emisiones de GEI (Steinfeld et
al., 2006; Beukes et al., 2019). Los GEI son gases que Se encuentran presentes en
la atmosfera terrestre y que dan lugar al fendmeno denominado efecto invernadero (Reyes y lju,
2002 citado por Lemos, 2015). Los sistemas ganaderos son considerados una de las fuentes
principales de emisiones de GEI y contribuyen con el cambio climatico de manera directa o
indirecta, debido a las emisiones de CO2, CHsy N20O (Faverin et al., 2015), a través del rumen
(metano entérico), el manejo de excretas y el cambio en el uso de la tierra (Lemos, 2015). Ademas,
los modelos de produccion de leche se orientan a sistemas cada vez mas intensivos, con elevados
aportes de concentrados ricos en N, ademas de otros nutrientes con importante impacto ambiental
(Herrero et al., 2006).

Una consecuencia comin de buscar aumentar la produccion animal es incrementar el N
entregado en la dieta a los animales. La utilizacion de N por los animales es extremadamente
variable y puede fluctuar entre el 5% al 45% del N de consumido. Para el caso especifico de la
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produccion de leche, del 20% al 35% del N consumido puede ser secretado como proteina en leche
(Powell et al., 2016). La proporcion restante, que no es retenida como producto animal, sera
excretada al ambiente a través de las heces y la orina (Castillo et al., 2000; Powell et al., 2010;
Cheng et al., 2011). En algunos casos, la cantidad de N excretado llega representar el 70-80% del
N consumido (Castillo et al., 2000; Burgos et al., 2007). Cuando esto ocurre, se incrementa
también las emisiones de NHz (Dijkstra et al., 2013a), junto con las emisiones de N2O (Ryan et
al., 2011) y la lixiviacion de nitratos (Ledgard et al., 1999). Diversos trabajos han demostrado que
las emisiones al ambiente via excrecion en heces, o emisiones al aire (NHzy N2O) y lixiviacion de
NOs™ al agua subterranea, se incrementan cuando el N entregado en la dieta excede los
requerimientos animales (Ledgard et al., 1999; Castillo et al, 2000; Ryan et al., 2011; Dijkstra et
al., 2013a). Por otro lado, el efecto que la aplicacion de estrategias que permitan una menor
excrecion de N, y por lo tanto una menor emision de N2O, puedan tener sobre la emision de CH4

entérico no es claro (Dijkstra et al., 2011).

En base al aumento previsto en la demanda mundial de alimentos, especialmente de productos
animales, y en medio de una presion social cada vez mayor para reducir el impacto ambiental en
términos de excrecion de N y emision de CHs (Powell et al., 2013; Foote et al., 2015), los
productores deben tomar decisiones de gestion que les permita mantener o aumentar la produccién
de leche para mantener la rentabilidad del sistema. El manejo adecuado de la alimentacion es una
de estas decisiones (Garret et al., 2019), surgiendo una mejora en la EUN como una potencial
herramienta para mejorar la produccion de leche, y excrecion de N 'y la emision de CH4 (Gregorini
etal., 2016).

2.3.1. El impacto ambiental del nitrégeno

El N es un elemento esencial para la sintesis de numerosos compuestos quimicos, acidos
nucleicos y proteinas. Los compuestos nitrogenados presentes en la naturaleza se dividen en dos
grupos: no reactivos (N2) y reactivos (Nr). Los reactivos incluyen a todos los compuestos de N
bioldgico, fotoquimico y radiactivamente activos en la atmosfera y la biosfera de la Tierra (e.g.,
amoniaco [NHs] y amonio [NH4*], éxido de nitrégeno [NOx], acido nitrico [HNO3], 6xido nitroso
[N20], nitrato [NO3] y compuestos orgénicos) (Galloway y Cowling, 2002). En el caso del gas
nitrdgeno (N2), aunque es el quinto elemento méas abundante en el planeta y el mayor constituyente
de la atmosfera (78% aproximadamente), el triple enlace fuerte es dificil de romper (Galloway et

al., 2004) y, por lo tanto, es considerado el elemento maés critico (Castillo et al., 2000). El uso
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extensivo y excesivo de N ha conducido a la acumulacion de dicho nutriente en el ambiente
(Galloway et al., 1995), afectando al aire y a la calidad del agua superficial y subterranea
(Tamminga, 1992).

ElI N es esencial para el crecimiento de las plantas (Figura 2.5). Las plantas absorben el N
necesario en forma de iones de NOs" y amonio NH4" presentes en el agua del suelo. EI N ingresa
al ciclo a través de la descomposicion de la materia orgénica del suelo (MO), mediante la
aplicacion de fertilizantes nitrogenados, y de las heces y la orina excretadas por los animales
(Tamminga, 1992; Hendriks, 2016). Estos aportes de N pueden ser convertidos en NH4™ mediante
un proceso de amonificacion, realizado por microorganismos del suelo en un entorno aerdbico.
Los iones de NH.4" tienen carga positiva y pueden ser absorbidos directamente por la planta, fijados
en la superficie de las particulas coloidales del suelo o sometidos a nitrificacion, donde el NH4* es
convertido en NOs™ por microorganismos del suelo (Tamminga, 1992). Este proceso ocurre
también en un entorno aerdbico y dicho NOs™ puede ser absorbido directamente por la planta. El
NOs" esté cargado negativamente y debido a la carga negativa de la arcillay los coloides organicos,
no es adsorbido por la superficie del suelo, y se pierde por escorrentia hacia aguas superficiales y
lixiviacion hacia aguas subterraneas (Di y Cameron, 2005; Qiu et al., 2010). Si no es lixiviado,
escurrido, o absorbido por la planta, el NOs™ puede sufrir un proceso de desnitrificacion por los
microorganismos del suelo en condiciones anaerobias, el cual da como resultado la formacion de
N20, que es emitido a la atmosfera (Selbie et al., 2015). La entrada de N por la fijacion biologica
ocurre por las bacterias fijadoras de N con producciéon de NHs o NH4*, esencial para los
microorganismos, porque es la Unica forma que tienen para obtener N directamente de la
atmosfera. Algunas bacterias como las del género Rhizobium, fijan el N a través de procesos
metabolicos. Esta simbiosis ocurre principalmente en la familia de las leguminosas. Sin embargo,

existen también varias fijadoras de vida libre (e.g., Azotobacter) que incorporan N al suelo.

En el caso de las vacas lecheras, el N se elimina como N orgéanico (40-50% del N total,
principalmente en las heces) o urea (50-60% del N total, principalmente en la orina). Aunque el N
organico es relativamente estable, la urea se convierte facilmente en NHs, que puede volatilizarse
durante el almacenamiento y la distribucion de excretas. EI NH3 en la atmosfera puede generar
dafios mediante la deposicion por lluvia &cida (Misselbrook et al., 2002). Al mismo tiempo, si el
N de las excretas depositadas en el suelo no es absorbido por las plantas, puede contribuir a la
contaminacion por NOs™ del agua subterranea por lixiviacion y a las emisiones a la atmdsfera de

N20. Las emisiones de NHz y N2O son especialmente preocupantes debido a sus efectos adversos
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sobre la salud humana y el ambiente. El excedente de N en los parches de orina puede dar como
resultado la acumulacion de N mineral en el perfil del suelo (Haynes y Williams, 1993), el cual
estara disponible para los microorganismos del suelo y se sometera a la nitrificacion. Debido a que
el NOs" es poco retenido por la superficie del suelo, cuando ocurre un exceso de precipitacion y el
agua baja por el perfil del suelo, el NO3z™ se movera hacia abajo con el agua (Di y Cameron, 2005;
Ledgard et al., 2009). En algunas regiones, la principal fuente de NO3™ en las aguas subterraneas
es la orina de los animales (Haynes y Williams, 1993) concentrada en areas de pastoreo o
alimentacion (Hendriks, 2016).

NH,; gas

CH,

Volatilizacion

Fijacif?n simbié.tica .de N por MATERIA ORGANICA Orina  Heces
bacterias Rhizobium en
nodulos radiculares de alfalfa

DEL SUELO (RNH,)
y por organismos fijadores

e
Amonificacion
libres

Consumo planta

N, - N,0, NO X Inmovilizacion Consumo planta
o . NOS- _/ NH4+ Fiiacis )
Desnitrificacion (.\ ijacién en la
NO.- h arcilla y materia
" - organica del suelo
Lixiviacion Nitrificacion Intercambio en la arcilla y

materia organica del suelo

Figura 2.5: Transformaciones de nitrogeno en sistemas lecheros (Fuente: Adaptado de
Hendricks, 2016).

Referencias: R: molécula organica compleja, N2, nitrogeno gaseoso, N.O, 6xido nitroso, NO, Oxido
nitrico, NHs, amoniaco, NH,*, ion de amonio, NO2, nitrito y NOs™ nitrato.

El concepto de contaminacion del agua involucra a aquellos procesos que deterioran su calidad
fisica, quimica y microbioldgica. La calidad del agua de bebida es un factor fundamental para la
salud de los animales y el nivel productivo alcanzado en los sistemas ganaderos. Muchos de los
contaminantes que alteran la calidad del agua son los mismos que en el caso del suelo: N y fésforo,
P (Morse, 1995; Herrero y Thiel 2002, Pacheco et al., 2007; Ballantine y Davies-Colley, 2014),
metales pesados (Brumm 2002, citado en Herrero y Gil, 2008), microorganismos patdgenos
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(Nicholson et al., 2005), y hormonas o drogas de uso veterinario (Jjemba 2003; Herrero y Gil,
2008).

Los contaminantes presentes en las excretas pueden ingresar a los cuerpos de agua por
diferentes vias (Figura 2.6). Por un lado, llegan a las aguas superficiales (lagos, lagunas y
humedales o rios) por escurrimiento desde corrales y terrenos con aplicacion o acumulacion de
estiércol, por desborde de lagunas de efluentes y/o por deposicion atmosférica (Galindo et al.,
2004; Burkholder et al., 2007). Por el otro lado, llegan desde el suelo a las aguas subterraneas o
acuiferos por infiltracion y lixiviacion (Herrero y Gil, 2008).

Precipitacion

-

35 ”-\ ] s

- Infiltracién =
L N L
\\.___Zonabajacarroyo -~~~
-
-— - sa .
Zona de recarga del pw

agua subterranea
Zona de descarga del
agua subterrdnea

Figura 2.6: Esquema de funcionamiento hidrogeoldgico en llanuras. (Fuente: Herrero y Tieri,
2014).

El NOz™ es el contaminante mas comun en el agua subterranea, debido a su alta solubilidad y,
por lo tanto, a su facilidad de transporte por el agua a través del suelo. Por lo general, la
concentracion natural de NOz™ en las aguas superficiales y subterraneas es baja (1 a 5 ppm). Sin
embargo, en Argentina se han detectado excesos (> 150 ppm), en aguas subterraneas cercanas a
las lagunas de efluentes de tambos (Herrero et al., 2000, Herrero et al., 2002; Nosetti et al., 2002;
Vankeirsbilck et al., 2016), cuando el valor guia que se sugiere en Argentina para consumo
humano es de 45 ppm (CAA, 2007). Si bien, las concentraciones elevadas de NO3™ representan un
problema para la salud humana, también lo son para los rumiantes. EI bovino es una especie capaz
de adaptarse al consumo de diferentes tipos de agua. Sin embargo, las alteraciones en la calidad
producidas por una excesiva concentracion de sales o elementos quimicos, producen disminucion
en la produccion e impacto en la salud del ganado, con las consecuentes pérdidas economicas para
el productor (Panigatti et al., 2010; Herrero y Tieri, 2014). Un estudio de Herrero et al. (2008)

realizado en 409 tambos de las principales cuencas lecheras de la Region Pampeana, mostré que
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los valores medios de NOgz™ superaban los 45 ppm, y que entre el 26 al 66% de las muestras de
agua tomadas de las perforaciones de las instalaciones de los tambos no resultaron aptas para el
consumo humano. Esta situacion se agrava para el caso de la lecheria, donde la limpieza de la
maquina de ordefio con agua contaminada puede afectar la calidad de leche obtenida (Iramain et
al., 2005; Herrero y Gil, 2008). Segun el trabajo realizado en tambos de Santa Fe por Panigatti et
al. (2010), los NOs™ alcanzaron, en algunos pozos de monitoreo, concentraciones superiores a 50
ppm aguas arriba y 300 ppm aguas abajo de los predios. Por lo tanto, esta demostrado el impacto

ambiental de determinados manejos en establecimientos agropecuarios.

Como ya se comentd previamente, un uso excesivo de N, ademas de contaminar el agua, puede
afectar a la calidad del aire. Una de las mayores contribuciones a la contaminacion atmosférica
proviene del N derivado del ganado y especialmente de las vacas lecheras (Kebreab et al., 2001).
La produccién lechera causa pérdidas de N en las heces y la orina que contribuyen a la
contaminacion ambiental, ya sea como NHs, N2O y Oxidos de N en el aire (Tamminga, 1992;
Castillo et al., 2000). EI N2O se produce naturalmente en los suelos durante los procesos
microbioldgicos de nitrificacion y desnitrificacion (Saggar et al., 2004), especialmente después de
la aplicacion de fertilizantes nitrogenados y antes que el N sea utilizado por el sistema planta-
animal (De Klein et al., 2008) o en los parches de orina (Pinares-Patifio et al., 2009; Faverin et al.,
2019). La reduccion de las emisiones de N2O por kg de leche puede lograrse a traves de mejoras
en la salud animal y en el manejo de los establecimientos, el manejo del estiércol (Oenema et al.,
2009; Ussiri y Lal, 2013; Dijkstra et al., 2013a; FAO, 2018) y del uso eficiente de los alimentos,
en donde la estrategia mas importante es la reduccion de la ingesta de N (Kebreab et al., 2001).
Segun Amon et al. (2006) aproximadamente el 82% de las emisiones de N2O en los sistemas
lecheros se deben al almacenamiento de estiércol, y el 18% restante cuando se realiza la aplicacion
de las excretas como fertilizante. Por lo tanto, las emisiones directas provenientes de animales en

pastoreo son comparativamente menores (Monteny et al., 2001; Higgs, 2009).

Las emisiones de NHs son de particular importancia debido a su efecto adverso sobre el
ambiente y la salud humana. Las vacas lecheras son una de las mayores fuentes de emisiones de
NHz debido a la alta concentracion de N en orina (Pinder et al., 2004; Powell et al., 2007). EI NH3
se produce principalmente por volatilizacion del N de la urea contenida en la orina y, en menor
medida, a partir del N de las heces. Aproximadamente del 40 al 50% del N eliminado en excretas
se encuentra en forma de urea, y existe un fuerte vinculo entre la concentracion urinaria de urea 'y

las emisiones de NH3z (Tamminga, 1992; Smits et al., 1995; Elzing y Monteny, 1997; Monteny y
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Erisman, 1998; Monteny et al., 2002; Burgos et al., 2007).

En sintesis

Los aportes de N de los fertilizantes, el N fijado biolégicamente, los residuos de vegetales
en descomposicion y las excretas animales sustentan la agricultura productiva. Sin embargo,
los sistemas agricolas son limitados en su capacidad para incorporar el N a los productos, y las

pérdidas ambientales de N pueden convertirse en preocupaciones locales, regionales y globales

T T T T T

(Powell et al., 2013). Los efectos combinados de un aumento en el costo de la proteina de la
dieta y la legislacion introducida en varios paises sobre el almacenamiento y la aplicacion de
estiércol y purines han resultado en un renovado interés por reducir los niveles de proteina en
las dietas de vacas lecheras (Sinclair et al., 2014). Las mejoras en el manejo del N son
importantes debido a su contribucion a la contaminacion del agua subterranea (Dou et al., 1998)
y la emision de NHs y N2O a la atmdsfera (Fenn et al., 2003; Higgs, 2009). Si bien se sabe que,
generalmente, al aumentar el contenido de N en la dieta se incrementan las pérdidas de N al
ambiente, es necesario conocer el efecto que la reduccién de un contaminante puede tener con
respecto a otros contaminantes. El efecto que la reduccion del contenido de proteina en la dieta

podria tener sobre la emision de CH4 ha sido muy poco estudiado (Dijkstra et al., 2011).

2.4. DIGESTION PROTEICA Y METABOLISMO DEL NITROGENO EN

VACAS LECHERAS

La vaca lechera tiene la capacidad de convertir alimentos no aptos para el consumo humano
(e.g., forrajes, subproductos) en un producto alimenticio de alta calidad, como es la leche
(Wilkinson, 2011). Sin embargo, los costos de alimentacion representan el 45 a 60 por ciento del
costo total de produccion de leche y en términos de la eficiencia total de nutrientes, solamente el
20 al 30% del N consumido se convierte en producto, mientras que el 70 al 80% restante se libera
al ambiente por medio de las excretas (DairyCo, 2013). Por lo tanto, la determinacion adecuada
de los requerimientos proteicos por parte de los animales es fundamental para lograr maximizar la
produccién y minimizar la excrecién de N. Como ya se ha mencionado, el metabolismo del N en
el rumen ha sido identificado como el factor principal que determina la EUN por los rumiantes
(Tamminga, 1992), y si bien suministros de alto contenido de proteinas generan aumento en el

rendimiento de la proteina en leche, al mismo tiempo generan una disminucién de la eficiencia en
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el uso de la proteina (Colmenero y Broderick, 2006a; Haque et al., 2012; Fanchone et al., 2014).
Por lo tanto, el manejo de la nutricion es una herramienta clave para reducir la contaminacion
ambiental (Misselbrook et al., 2013).

Los rumiantes tienen un sistema unico de metabolismo y digestion de proteinas que ha
evolucionado para permitir la subsistencia en condiciones nutricionales relativamente pobres. Al
considerar las demandas de nutrientes de un rumiante, es importante tener en cuenta que el
alimento consumido no solo proporcionard nutrientes al animal, sino también a los
microorganismos presentes en el tracto digestivo. La proteina de la dieta tiene cinco rutas
principales de metabolismo, las cuales incluyen la degradacion microbiana en el rumen, la
absorcion en el intestino delgado, la deposicién en el tejido, la secrecion en la leche y el

catabolismo y excrecion de proteinas en exceso en la orina y las heces (McDonald et al., 2011).

Los suplementos proteicos, y alimentos con alto contenido de proteina, son el ingrediente mas
caro en las raciones de vacas lecheras (Dijkstra et al., 2018). La mayor parte del N de los alimentos
forma parte de las proteinas, que tienen que ser digeridas para su posterior absorcién en el intestino
delgado como AA libres y pequefios péptidos, que es asimilado en productos como leche y carne
(Bussink y Oenema, 1998). Las proteinas son compuestos organicos complejos de alto peso
molecular y la calidad de las mismas tiene relacién con la cantidad y el perfil de AA esenciales.
Entre los mas de 200 AA presentes en compuestos bioldgicos, 20 son los que se encuentran con
mayor frecuencia como constituyentes de las proteinas, y aproximadamente la mitad de ellos —

segun especie animal y estado fisiolégico — son esenciales (Mc Donald et al., 2014).

Una parte significativa de la PB y los carbohidratos (CHOs) de la dieta, son degradados por
las bacterias del rumen (McDonald et al., 2011; Patton et al., 2014; Raisanen, 2016). La extension
de la degradacion ruminal, dependerd, entre otros factores, de las caracteristicas de la proteina,
como por ejemplo la relacién entre las fracciones degradables; potencialmente degradables e
indegradable y sus respectivas tasas de degradacion (ej., PDR y PNDR (Bach et al., 2005;
McDonald et al., 2011). Ademas, la disponibilidad de E a nivel ruminal y la tasa de pasaje/tiempo
de retencion del alimento en el rumen afectan la extension de la digestion proteica. Los factores
guimicos, como la presencia de enlaces dentro y entre las cadenas de proteinas (estructura terciaria
y cuaternaria), afectan la degradabilidad de la proteina (Romagnolo et al., 1994; Bach et
al., 2005). También se ve afectada por el pH ruminal, ya que establece el tipo de bacteria que
predominara en el rumen. Sin embargo, la degradacién de la proteina se reduce en el extremo

inferior de este espectro (Bach et al., 2005). La degradacion de la proteina también depende de la
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velocidad de la tasa de pasaje a través del rumen (Tamminga, 1979; Hall y Huntington, 2008), la
cual depende de las caracteristicas fisicas del alimento y el consumo voluntario del animal (Cronje,
2000). A medida que disminuye el tamafio de particula disminuye, el nivel de consumo de materia
seca (CMS), aumenta producto de una mayor tasa de pasaje y, como resultado, la degradacion de
la proteina en el rumen disminuye por un menor tiempo de retencion (Tamminga, 1979; Hendricks,
2016).

El contenido de MS de la dieta también afecta al CMS de las vacas lecheras. La cantidad de
MS ingerida esta ligada positiva y significativamente al % de MS de la planta. A igual estado de
desarrollo, la ingestibilidad aumenta con el % de MS (Comer6n y Tieri, 2018). Sin embargo, existe
una relacion negativa entre el CMS vy las dietas de alto contenido de humedad (NRC, 2001). En
vacas lecheras, Comeron (1991) sefiala que el valor critico por debajo del cual se afecta el consumo
es del 18%, y Verité y Journet (1970) demostraron una relacion lineal e inversa entre el contenido
de humedad del forraje y el CMS para valores de 13 a 22% de MS, estimando que, por cada unidad
porcentual por debajo del rango méaximo de 22%, el consumo cae a razon de 0,34 kg MS/dia. Este
efecto no se observa en forrajes con contenidos mas altos de MS, y seguin Holter y Urban (1992)

el CMS no disminuye cuando la MS se encuentra entre el 30 al 50%.

El proceso de degradacion proteica en el rumen involucra una variedad de microorganismos
y enzimas, que actlan de una manera en gran parte sinérgica (Morrison y Mackie, 1996). Las
proteinas son degradadas a péptidos, AA y NHz (Bussink y Oenema, 1998). Los microorganismos
utilizan los AA y el NH3 para sintetizar sus propias proteinas y otros compuestos nitrogenados.
Sin embargo, generalmente s6lo una pequefia proporcion del NHsz disponible es fijado, debido al
limitado suministro de E al rumen (Sniffen y Robinson, 1987; @rskov, 1992; Bussink y Oenema,
1998). Por lo tanto, si la E no es limitante, aumentar el N de la dieta, no tendra ningun efecto
adicional sobre la sintesis de PMo y puede reducir la eficiencia microbiana (Pisulewski et
al., 1981). EI NHz que no es utilizado por los microorganismos del rumen se absorbe a través de
la pared del rumen, y de resto del tracto digestivo, y es transportado por el sistema porta al higado,
donde es convertido cuantitativamente a urea (Leng y Nolan, 1984; Tamminga, 1996; Lapierre y
Lobley, 2001; Bach et al., 2005; Marini et al., 2006; Reynolds y Kristensen, 2008).

El higado de los rumiantes juega un papel central en la integracion del metabolismo del N en
todo el cuerpo. La urea se considera a menudo un producto de desecho de la degradacion proteica
y puede excretarse en la orina, secretarse en la leche (Alio et al., 2000), o recuperarse en el rifion

y reciclarse al tracto digestivo por transferencia desde la sangre hacia el lumen del tracto o
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mediante la saliva (Leng y Nolan, 1984; Marini et al., 2006; Reynolds y Kristensen, 2008;
Calsamiglia et al., 2010; McDonald et al., 2011). EI N ureico reciclado de regreso al rumen se
degrada a NH3 por accion de la ureasa microbiana (Bonhomme, 1990), y se puede usar para PMo
0 nuevamente puede absorberse como NHz en la sangre a través del sistema porta (McDonald et
al., 2011). Estas transacciones se ilustran en la Figura 2.7 donde el N de la dieta puede seguirse a
través del proceso de digestion hasta sus diversos productos finales, incluido el N microbiano, la
proteina no degradada y el N endogeno, y el NH3 que sale del rumen (Higgs, 2009). Sin embargo,

el NHz es toxico en altas concentraciones, y debe eliminarse (Bartley et al., 1976; Nocek y Russell,
1988).
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Figura 2.7: Esquema del metabolismo del N en vacas lecheras (Fuente: adaptado de Sarraseca et
al., 1998, Huntington et al., 1989, Ruiz et al. 2002, Marini et al., 2004, Wickersham et al., 2008).

La produccion de urea, la excrecion y el reciclaje estan influenciados por una serie de factores,
que incluyen la composicion de la dieta (e.g., nivel de PB), el consumo, el ambiente ruminal y el
estado fisioldgico del animal (Harmeyer y Martens, 1980; Huntington, 1986; Lapierre y Lobley,
2001; Ruiz et al., 2002). En animales en lactancia, la leche es una ruta de excrecion adicional de
urea. La urea reciclada al trato digestivo constituye una fuente de N, en forma de NH3, para la
sintesis de proteina microbiana. Segun el consumo de N, la disponibilidad de E a nivel ruminal, y

el balance entre proteina y E en la dieta, entre 17 y 77% del N en forma de urea sintetizado en
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higado puede ser reciclado al tracto digestivo y convertido a NHz nuevamente, y ser una fuente de
N para la sintesis de PMo. Mientras que entre 27-71% del N en forma de urea puede ser excretado

como tal en orina 'y leche (Figura 2.7).

Por lo tanto, en situaciones donde el suministro de PB es bajo, se realizan cambios fisiol6gicos
en la funcién renal que limitan el descenso en la concentracion de urea en sangre y ayudan a
mantener el suministro de urea al rumen (Tebot et al., 2002). A medida que el contenido de N en
la dieta aumenta por encima de los niveles requeridos, la proporcion de urea reciclada al rumen
disminuye y la de urea excretada en orina aumenta. Como muestra Reynolds y Kristensen (2008)
en la Figura 2.8, el aumento del consumo de N dio lugar a aumentos lineales en la produccion
diaria de urea. Sin embargo, el efecto sobre la tasa de entrada en la urea intestinal fue pequefio
(Marini y Van Amburgh, 2003). En consecuencia, esto tiene un efecto negativo sobre la
transferencia de urea al rumen y la incorporacion de N ureico a PMo (Kennedy y Milligan, 1978;
Recktenwald et al., 2014). Los elevados niveles de consumo de N aportan un menor reciclaje de
urea (Ulyatt, 1997) y contribuyen a una baja EUN (aproximadamente 25%) (Calsamiglia et
al., 2010), con niveles altamente variables de N en la dieta (75- 80%) perdidos en la orina
(Whitehead, 1995; Ulyatt, 1997; Castillo et al., 2000; Kebreab et al., 2001), ya que la mayoria del
exceso de proteina no utilizada para el crecimiento o la produccion, se excreta, independientemente

de si se absorbe como AA o simplemente como NHz (Broderick, 2005).

Varios autores han demostrado que un aumento en el consumo de N da como resultado un
aumento lineal moderado de la excrecion de N en heces (NH) y N en leche combinado con un
aumento lineal mucho mas pronunciado (Kebreab et al., 2010) o exponencial (Castillo et al., 2000;
Kebreab et al., 2001) en la excrecion de N en orina (NOr). EI NH generalmente es constante y se
puede dividir en dos grupos. Por un lado, en N enddgeno que consiste en N microbiano, células
desprendidas del tracto digestivo, y secreciones enzimaticas no digeridas, y por el otro en N de la
dieta que no fue digerido, el cual consiste principalmente en N ligado a los componentes de la
pared celular (Mason y Frederiksen, 1979; Powell et al., 2009; Bosshard et al., 2011; Powell et
al., 2017). La fraccion enddgena puede ser relativamente alta debido al volumen de MS que pasa
por el tracto digestivo y la cantidad de fibra en la dieta (Ouellet et al., 2002). Las pérdidas
metabolicas, que en gran parte estdn constituidas por bacterias y componentes de bacterias
sintetizadas en el intestino grueso, células queratinizadas, residuos de enzimas digestivas y otros
compuestos, también pueden ser importantes, especialmente si la fermentacion intestinal es alta
(Dewhurst y Thomas, 1992).
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Figura 2.8: Produccién total de urea diaria (diamantes) y tasa de ingreso de urea al
intestino (cuadrados) en relacién con el nitrégeno consumido en g/dia (A) o el consumo
de N por kilogramo de PV%7® (B) en ganado en crecimiento (simbolos sdlidos) y en vacas
en lactancia (simbolos abiertos) (Adaptado de Reynolds y Kristensen, 2008).

La orina contiene una variedad de constituyentes nitrogenados, pero la forma dominante de N
es la urea (Tabla 2.1.). La concentracion de NOr puede variar entre 3,0 y 20,5 g/L (Wheadon et
al., 2014) y la excrecion de N en forma de urea (NUOT) entre 63 y 208 g/dia, y puede representar
hasta el 90% del N total en orina (Colmenero y Broderick, 2006a; Broderick et al., 2008; Dijkstra

et al., 2013Db).

De acuerdo a la informacion de la tabla, es evidente que el componente que ofrece la mayor
oportunidad para reducir la excrecion de N es por medio de la reduccién del N excretado en orina
(Colmenero y Broderick, 2006a; Huhtanen et al., 2008). En los estudios evaluados por Dijkstra et
al. (2013c), la pendiente de la relacion lineal entre el consumo de N y el NH varié entre 0,20 y

0,39. El mayor aumento del N eliminado por orina en comparacion con la eliminacion de NH al

aumentar el consumo de N, fue evidente en todos los estudios.
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Tabla 2.1: Consumo, excrecion y concentraciones de N en plasma y leche

N en la dieta, g N / 100 g alimento

2,16 2,40 2,64 2,86 3,10
Consumode N, g/d 485 531 605 641 711
N enorina, g/d 113 140 180 213 257
N en heces, g/d 196 176 196 197 210
Ureaen orina, g/d 63 91 128 174 208
N ureico en sangre, mg / dL 11 13 17 21 24
N ureico en leche (NUL), mg/ dL 8 9 11 13 15

Fuente: Colomero y Broderick, 2006

La Figura 2.9 representa los datos de una simulacion realizada por Dijkstra et al. (2018) en
donde se reproducen un patron similar. La proporcion de N-NHz en orina es el componente méas
variable en la orina (50 — 90% del N total en orina) y esta relacionada con el consumo de N
(Dijkstra et al., 2013c). Segun Marini y Van Amburgh (2003), el N-NHz3 en orina aument6 de 23
a 96% cuando la PB de la dieta aumentd de 9 a 21% del CMS.
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Figura 2.9: Relacion entre la ingesta total de nitrégeno, N en leche y excrecion
de N fecal y urinario (Fuente: Dijkstra et al., 2018).

Referencias: Relacidn simulada entre el consumo total de nitrégeno (N) (g/dia) y la
excrecion de N (g/dia) en leche (), heces (), y en orina () para 40 estrategias
nutricionales.
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Por ultimo, el volumen de orina producido es un determinante principal de la concentracion
de NOr, tanto en situaciones de restriccion de agua como de aumento en la ingesta de agua (Spek
et al., 2013). El conocimiento de la excrecion urinaria es necesario para la determinacion de
diversas variables contempladas en la nutricion de rumiantes (Posada et al., 2012). La creatinina
urinaria se ha usado anteriormente para estimar el volumen de orina y la excrecion de los derivados
de purinas (DP) (Valadares et al., 1999; Arriaga Sasieta, 2010; Tebbe y Weiss, 2018). La creatinina
es un metabolito que cumple con los requisitos para ser considerada como un marcador interno ya
que se produce a una tasa constante a partir de la fosfocreatina y es distribuida a través del agua
corporal, excretdndose a una tasa constante con una baja variabilidad durante el dia (drskov y
MacLeod, 1982). La composicion de la dieta tiene un efecto relativamente menor sobre la
excrecion de creatinina (Tas y Susenbeth, 2007). En vacas lecheras, la tasa de excrecion promedio
diario en orina utilizada por unidad de peso vivo (PV) es de 29 mg de creatinina/ kg PV (Valadares
etal., 1999; Silva et al., 2001; Tebbe y Weiss, 2018) y no seria afectada por el tipo de dieta (Silva
et al., 2001; Leal et al., 2007; Chizzotti et al., 2008), la raza (Renno et al., 2008), ni por el nivel
de produccion de leche (Chizzotti et al., 2008), o el consumo de N (Gonda y Lindberg, 1994).

M ensmtesis -

| n sintesis

| La comprensién de las interrelaciones que existen con la regulacion de N es necesaria para
| facilitar el desarrollo de estrategias nutricionales que mejoren la utilizacién de N y reduzcan su
: excrecion al ambiente (Higgs, 2009). La cantidad total de N excretado puede disminuirse
I

l 2002; Powell y Rotz, 2015; Dijkstra et al., 2018). Esto permite lograr al mismo tiempo una

significativamente mediante la reduccion del contenido de PB en la dieta (e.g., Kebreab et al.,

mejora en la EUN y una disminusion del costo de alimentacion (Hristov y Giallongo, 2014
Dietas bajas en PB pueden estimular el reciclaje de urea y proporcionar PDR adicional a los
microorganismos del rumen cuando el suministro dietético de PDR es bajo. Sin embargo, dietas
deficientes en PM y PDR pueden resultar en una disminucion de la produccion de leche y en el
rendimiento de proteinas de la leche (Cressman et al., 1980; Wu y Satter, 2000; Frank y
Swensson, 2002). Por lo tanto, se requiere un nivel 6ptimo de PDR para reducir los niveles de
PB de la dieta sin comprometer la produccion de leche, reduciendo los costos de alimentacion

y las pérdidas de N al ambiente.
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2.5. ESTRATEGIAS DE ALIMENTACION PARA MEJORAR LA

UTILIZACION DEL NITROGENO

La gran variacién en la EUN, presenta una oportunidad para manipular las dietas y lograr una
mejora de dicho indicador. Sin embargo, puede ser un proceso sensible debido a las complejidades

de la digestion y el metabolismo de las vacas lecheras ya descriptos (Higgs, 2009).

Como ya se ha mencionado anteriormente, el manejo de las dietas puede influir en gran
medida sobre la proporcion de N excretada como NH y NOr y por lo tanto sobre la EUN (Figura
2.10). La concentracion de PB de la dieta es el factor dietético mas importante e influyente en la
EUN (Castillo et al., 2000; Huhtanen y Hristov, 2009; Yan et al., 2010; Sinclair et al., 2014). Por
lo tanto, la primera estrategia para reducir la excrecién de N, es eliminar la proteina de la dieta
entregada en exceso (Wu et al., 2001). Sin embargo, esta estrategia puede ser perjudicial para la

produccién de leche individual (Cantalapiedra-Hijar et al., 2014).
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Figura 2.10: Relacion entre la proteina bruta (PB) de la dieta con la
produccién de leche y la eficiencia en el uso del nitrogeno (EUN) (Fuente:
Powell y Rotz, 2015).

Referencias: Datos compilados de cinco ensayos de nutriciéon (Broderick, 2003;
Colmenero y Broderick, 2006a; Colmenero y Broderick, 2006b; Broderick et

al., 2008; Broderick et al., 2009). Cada punto de datos representa un nivel de PB
en la dieta— EUN — produccion de leche.
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Segun Castillo et al. (2000) las concentraciones de PB deberian reducirse a 15% de MS para
mejorar la EUN y reducir el impacto ambiental. Broderick et al. (2009), por su parte, observaron
que las dietas que contienen aproximadamente 16,5 % PB en la dieta, generalmente maximizan la
produccién de leche y minimizan la excrecion urinaria de N. A medida que la PB en la dieta
aumenta por encima de este nivel, la EUN disminuye y la excrecién de N en la orina aumenta
(Powell et al., 2017). Tomlinson et al. (1996), observaron un aumento del 77% en la excrecion de
N cuando la concentracion de PB se incremento de 12 a 18 % con ningun efecto significativo sobre
el N en leche. Otros estudios (Leonardi et al., 2003; Colmenero y Broderick, 2006a), con dietas
relativamente bajas en PB (i.e., 13,2 a 15,1% PB), no afectaron la produccién en comparacién con
las dietas de 16 al 18% de PB. Estos trabajos sugieren que la produccion de leche no se incrementd
debido a que el rendimiento de PMo no mejoro por encima del 16,5% de PB (Colmero y Broderick,
2006a). Sin embargo, segun Higgs (2009), se ha demostrado que el rendimiento de leche de las
vacas de alta produccién (> 30 kg/dia) mejora a medida que aumenta la concentracion de PB en la
dieta (Grings et al., 1991; Powers et al., 1995; Komaragiri y Erdman, 1997; Kalscheur et al., 1999;
Broderick, 2003). No obstante, a partir de cierto nivel de PB comienzan a observarse rendimientos
decrecientes y una meseta eventual en la que cada unidad adicional de PB suministrada se utiliza
con una menor eficiencia (Metcalf et al., 2008). Lee et al. (2011), observé que la dieta deficiente
en PM (14,8% PB dietaria), disminuy6 el rendimiento de leche en aproximadamente 3 kg en
comparacion con la dieta adecuada en PM (16,7% PB dietaria). Un efecto similar de la disminucién
de la PB fue informado por Cyriac et al. (2008). Sin embargo, en dicho caso, la disminucion en el
CMS con la dieta deficiente en PM fue parcialmente responsable de la disminucion del
rendimiento de leche (Hristov et al., 2004). Grings et al. (1991) observaron respuestas cuando
aumentaron de 13,8% a 17,5% de PB, pero no respondi6 al aumentar PB por encima de 17,5%.
Powell y Rotz (2015), encontraron que a medida que la PB en la dieta aumenta de 14 a 18 %, la
produccién de leche no varia, pero la EUN en la dieta disminuye de 35,0% a 26,8% Yy las

excreciones totales de N 'y NOr aumentan en 37% y 152 %, respectivamente.

Al mismo tiempo, un aumento en el rendimiento de proteinas de la leche aumentaria la
produccién de N en leche y mejoraria la EUN. En una serie de trabajos se han informado
rendimientos de proteina en leche similares en vacas alimentadas con 16% de PB en comparacion
con 18% de PB (Austin et al., 1991; Akayezu et al., 1997). Powers et al. (1995) informaron solo
un ligero aumento en el rendimiento de la leche y la concentracion de proteinas al aumentar la PB
de 14 a 18%. En el caso de Raggio et al. (2004), la produccién de leche aumentd linealmente al
aumentar el suministro de PM (1922 g PM /d 0 12,7% PB a 2517g PM / d 0 16,6% PB), al igual
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que la proteina en la leche. Estos datos sugieren que una concentracion de PB entre el 14 y el 16%
de MS es probablemente adecuada para cumplir con los requisitos en un rango de diferentes
situaciones (Higgs, 2009). Sin embargo, dicho trabajos fueron realizados en vacas en mitad y final
de lactancia, momento en el cual una deficiencia de PB tendra un menor impacto sobre la
produccion de leche (Kalscheur et al., 1999; Owens, 2014). Segun el NRC (2001), en las primeras
semanas de lactancia las vacas requieren mayor cantidad de PB en la dieta para sobrellevar en
forma adecuada el periodo del balance energético negativo. Por lo tanto, luego del pico de
lactancia, el requerimiento de PM puede ser cubierto con dietas de baja concentracion de PB,
maximizando el CMS. Sin embargo, son pocos los trabajos que han evaluado dichos
requerimientos a lo largo de la lactancia completa. Tal es el caso de Kalscheur et al. (1999), quienes
encontraron que, en vacas a inicio de lactancia, la PL y el contenido proteico de la misma, fue
mayor en dietas con mayor contenido de PB. Sin embargo, hacia fines de la lactacion, las vacas
alimentadas con mayor PB en la dieta no aumentaron su produccion de leche en comparacion con
aquellas alimentadas con menores contenidos de PB, indicando que las dietas pueden formularse
con concentraciones de PB mas bajas y aun asi mantener una PL equivalente a las dietas con mayor

concentracion proteica.

Wu y Satter (2000), determinaron la respuesta de vacas de alta produccién cuando eran
sometidas a dietas con niveles de PB entre 14 y 19 %PB dieta a lo largo de la lactancia (308 dias).
En base a los resultados obtenidos, estos autores delinearon una curva de lactancia donde
optimizaban la respuesta animal con diferentes niveles de PB (Figura 2.11). Dichos autores, en
base a los resultados obtenidos, sugieren que una alta concentracion de PB puede no ser
recomendable durante las primeras 8 semanas de lactancia, para luego aumentarla por encima de

los 17,5 % PB para el caso de vacas de alta produccion, durante lo que resta de la lactancia.

Por ltimo, la variacién en el consumo de N en la dieta afectara particularmente a la excrecién
de NOr, que es muy vulnerable a las pérdidas de N al ambiente (Dijkstra et al., 2013a) y una de
las formas mas prometedoras de disminuir las pérdidas de N en los sistemas lecheros, con efectos
perjudiciales minimos sobre el rendimiento, es mejorar la EUN (Kohn et al., 1997). Wu y Satter
(2000) demostraron que, al reducir el contenido proteico de la dieta, se redujo la excrecién total y
urinaria de N. Igualmente, Mulligan et al. (2004) observaron relaciones lineales positivas
significativas entre el consumo de Ny el N excretado en orina, heces y leche. Corea et al. (2017)
concluyeron que la disminucion de PB de 17 a 15,5 % no alterd el rendimiento de la leche, la

composicion de la leche, ni la eficiencia de alimentacién (EfA) o la digestibilidad de los nutrientes.
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Sin embargo, disminuy6 el N ureico en leche (NUL), la excrecion de NH y NOr y el aumento de
la relacion entre 0,80; 0,95 y 0,89 sobre el costo de alimentacion.

50

E '/HH\

2 45

<

[<B)

<~

[&]

@ 4

> 40

o

[

O i

K]

S

S 35

e B S RS o B

o 17% PB 19% PB 17% PB 16% PB
30 T T T T T 1 T T 1 1 1 1 1

0O 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44
Semana de lactancia

Figura 2.11: Recomendacion de dietas con diferentes niveles de proteina bruta (PB) en
distintos momentos de la lactancia (Fuente: Wu y Satter, 2000).

El mantenimiento de altos niveles de produccion y rendimiento de proteina de la leche en
dietas con bajo contenido en PB también se puede lograr usando diferentes niveles de
degradabilidad de la proteina o mediante la utilizacion de AA protegidos. Muchos intentos han
sido realizados para sustituir alimentos proteicos por fuentes con alta concentracion de PNDR, y
asi lograr aumentar el flujo de PM. Sin embargo, después de revisar los informes de 15 estudios in
vivo, Santos et al. (1998) concluyeron que el reemplazo de la harina de soja, con alta concentracion
de PNDR, no aumento los flujos duodenales de N no amoniacal (NNA) total ni de AA esenciales,
lisina (Lys) o metionina (Met). Con respecto a la excrecion de N, Kebreab et al. (2002) evaluaron,
mediante un modelo, dietas en donde la degradabilidad de la PB para investigar el efecto de la
relacién de PDR: PNDR sobre la cantidad de N excretado. La respuesta del modelo a cambios en
la degradacién de la PB y su efecto en la excrecion de N, se investigd por medio de la variacién
de los parametros de N que pasaron al pool de N microbiano y al pool de AA. Cambios en la
degradacion de la proteina afectaron marginalmente a la excrecion de NH, pero el mayor efecto
fue en la excrecion de NOr (Figura 2.12). Segun los mismos autores, en consumos de 400 g N/d,
la excrecion de N en heces fue linealmente proporcional a la cantidad de N disponible en el rumen,
principalmente debido a una mejora en la sintesis de PMo. Sin embargo, a medida que en N
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disponible en el rumen excede la cantidad de E disponible (por encima de los 400 a 420 g N/d), el
N microbiano en el rumen comienza a ser constante independientemente de la degradabilidad de

las proteinas.

Si bien la principal estrategia para reducir la excrecion de N 'y mejorar la EUN es eliminar la
proteina de la dieta entregada en exceso, otras covariables pueden influir en la particion de N,
como es el suministro de E (Firkins y Reynolds, 2005). EI suministro de forma sincronizada de N
y E al rumen es esencial para maximizar el crecimiento microbiano y, por consiguiente, la EUN
(AFRC, 1993). Los microorganismos del rumen necesitan E en forma de ATP para poder capturar
el NHz y usarlo como una fuente de N para el crecimiento (Nocek y Russell, 1988). La
fermentacion de CHOs es la principal fuente de ATP. Cuando el suministro energético es bajo, se
ha demostrado que la adicion de una fuente de CHOs rapidamente fermentescible mejora la
captura, tanto del N de la dieta como del N end6geno, y aumenta el suministro de AA al intestino

delgado (Lapierre y Lobley, 2001).
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Figura 2.12: Efecto de la degradabilidad de la proteina en la excrecion de N en heces y
orina en vacas lecheras a inicio y mitad de lactancia (Kebreab et al., 2002).

Referencias: EI modelo asumié una disponibilidad de la proteina en el rumen de 50 (...), 60 (- -)
y el 70% (-) del total de la proteina bruta consumida.

La naturaleza de la E puede afectar la degradabilidad del rumen y la tasa de fermentacion
ruminal (Sauvant y Van Milgen, 1995; Hristov y Jouany, 2005) e interactuar con la digestion y el
metabolismo proteico (Firkins, 1996). Si la entrega de E a los microorganismos del rumen aumenta

mientras que el suministro de PDR no cambia, se forma menos NHz y se pierde como urea a través
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de la orina. De manera similar, el aumento del suministro de E metabolizable (EM; punto de
encuentro entre la oferta y demanda) puede reducir las pérdidas de N en los tejidos postabsortivos.
Ademas, la sintesis de N microbiano puede depender de la naturaleza del ecosistema bacteriano,
que difiere segun la fuente de E (Belanche et al., 2012). Broderick (2003) informé hallazgos
similares cuando se incrementd la proporcion de E entregada en funcion del nivel de PB en vacas
lecheras. Sin embargo, informaron una caida en el pH ruminal con los CHOs adicionales, por lo
tanto, los resultados podrian ser negativos si no se mantienen las condiciones del rumen propicias

para una digestion eficiente de las fibras (Higgs, 2009).

Los resultados de la literatura sobre el efecto de la composicion de CHOs de la dieta (almidén
vs Fibra) en el rendimiento de proteina de leche son variables e inconsistentes (Khalili y Sairanen,
2000; Hristov y Ropp, 2003; Broderick, 2003; Niu et al. 2016), probablemente porque el efecto de
los CHOs a menudo se confunde con la cantidad total de E consumida. Segun Cantalapiedra-Hijar
et al. (2014), la produccién de N en leche seria reducida para aquellas dietas con mayor cantidad
de fibra, en comparacion con las dietas altas en almidon (dietas isoenergéticas). Sairanen et al.
(2005) vieron un aumento lineal en la PMo disponible para la absorcién a medida que agregaron
un suplemento a base de cereal a vacas alimentadas con pastura. El contenido de proteina en la
leche también aumentd y el NUL disminuyd, lo que sugiere una mejora en la EUN. La proteina se
usa de manera mas eficiente cuando es el primer nutriente limitante (Van de Haar y St-Pierre,
2006). Con el fin de minimizar el impacto negativo de las dietas bajas en N en el rendimiento de
proteina de la leche, la EUN, se podria mejorar al reemplazar un porcentaje de fibra de la dieta por
almiddn a concentraciones isoenergéticas. La disminucién de la concentracion de PB en la dieta'y
el cambio en la composicion de CHOs pueden ser dos estrategias complementarias para mejorar
la EUN (Cantalapiedra-Hijar et al., 2014). Kolver et al. (1998) evaluaron dicha hipétesis mediante
la alimentacion a vacas lecheras con una fuente de CHOs no estructurales al mismo tiempo que
pastura de alta calidad y encontraron que la suplementacion con CHOs de forma sincronizada
disminuyd la concentracion de NHs (utilizado como indicador de la sintesis de PMo) en el rumen
en un 22 a 43%, de tres a cinco horas después de la alimentacion con forraje fresco. Esto implica
gue, en estos momentos, se produjo menos catabolismo de AA y se usé N ruminal mas
eficientemente. Sin embargo, en general, los cambios en la dieta no afectaron la excrecion de N o

la utilizacion total de N por la vaca (Kolver et al., 1998; Higgs, 2009).

Se ha sugerido la sincronizacion del suministro de PB y E como otro medio importante para

mejorar la captura de PDR (Castillo et al., 2000; Huntington y Archibeque, 2000). Esta hipotesis
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significaria que los microorganismos tienen acceso a altas cantidades de E en sincronia con altas
cantidades de NHs, lo que reduce el retraso en el suministro de E a medida que se fermentan los
CHOs fibrosos (Taweel et al., 2006). Durante la fermentacidén ruminal de dietas con alto contenido
de almidon, el suministro de E fermentescible se sincronizard mejor con la liberacion de NHs,
mejorando asi la captura de N microbiano (Sinclair et al., 1993; DairyCo, 2013). A partir de los
resultados de publicaciones que evaluaron el efecto de forraje con diferentes niveles de CHOs
sobre la EUN en vacas lecheras, Keim y Anrique (2011) ponen de manifiesto que la EUN tiende

a aumentar linealmente cuando la relacion CHOs solubles: PB aumenta (Figura 2.13).
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Figura 2.13: Relacion entre el consumo de carbohidratos solubles (CHOs)
y proteina bruta (PB) de la dieta y la eficiencia en el uso del nitrégeno
(EUN) en vacas lecheras (Fuente: adaptado de Keim y Anrique, 2011).

Con respeto a la de proteinas de la leche, Van de Haar y St-Pierre (2006) demostraron que
aumentaba de forma curvilinea al aumentar el consumo de PB en 3 niveles diferentes de consumo
de E (40, 50 y 60 Mcal de EM / d). Por lo tanto, la eficiencia de convertir el N del alimento en N
en leche fue del 35% cuando el consumo de N limito la produccion de leche, pero solo fue del 25%
para la produccion maxima de N de leche en cada nivel de consumo de E, e incluso menos cuando

la PB estaba por encima de los requerimientos.

Otra estrategia inmediata para reducir la excrecién de N y mejorar la EUN puede ser la mejora
en la productividad animal, la cual permitiria disminuir el impacto al ambiente y a su vez tener

menores costos de produccion. Al producir mayor cantidad de leche por animal, los requerimientos
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de proteina para mantenimiento se diluyen (Rotz, 2004). Es decir, se produce leche con una menor
cantidad de N consumido y excretado.

Las mejoras en la nutricion, la genética y la aplicacion de diferentes tecnologias han mejorado
marcadamente la eficiencia de la produccion de leche en base a forrajes (Dijkstra et al., 2013b).
Dichas mejoras se lograron debido al aumento del rendimiento por animal. Sin embargo, aunque
la EfA mejora significativamente con los aumentos en el nivel de produccion, la EUN méxima

alcanzable puede no mejorar en una medida similar (Figura 2.14).
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Figura 2.14: Relacion entre el nivel de produccion de leche con respecto
a la eficiencia de la alimentacion y la eficiencia en el uso del N en leche
(Fuente: Dijkstra et al., 2013b).

Referencias: LCGP, leche corregida en grasa y proteina. La linea discontinua
indica regresion lineal.

2.5.1. Implicancias sobre la emision de metano

La produccion de CHs en los bovinos provoca una pérdida de 2 a 12 % de la E bruta del
alimento (Johnson y Johnson, 1995) y esta correlacionada con el CMS (Figura 2.15), la
digestibilidad y la tasa de pasaje de la digesta (Mathison et al., 1998). EI CH4 se genera por la
fermentacion ruminal del alimento y los excedentes de hidrégeno (Hz) producidos, son utilizados
por las bacterias metanogénicas para la reduccion del CO2 a CHg, el cual es emitido mediante el

proceso de eructacion (Beltran-Santoyo et al., 2016).
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El aumento del contenido de CHOs estructurales en relacion con el contenido de CHOs solubles
se asocia con una mayor produccion de CHs en el rumen (Kebreab et al. 2006) y una mayor digestion
de la fibra detergente neutro (FDN) que resultarian en una mayor emision de CHs y CO>. Se ha
demostrado que los cambios en la composicion de la FDN asociados con la madurez de la planta
(Boadi y Wittenberg, 2002) y el tipo de especie vegetal (Chaves et al., 2006) alteran la emision de
CHa4 entérico en condiciones de pastoreo. Los rumiantes alimentados con forrajes ricos en
carbohidratos estructurales suelen producir mas CHs que aquellos alimentados con forrajes o dietas
que contengan mayores niveles de carbohidratos solubles (Sauvant y Giger-Reverdin, 20009;
Archiméde et al., 2011). Las gramineas tropicales (C4) tienden a ser menos digeribles que los
forrajes de zonas templadas (C3) debido a su mayor contenido de FDN y mayor lignificacion, y
producen una mayor cantidad de CH4 por unidad de ingesta (Pinares Patifio et al., 2009; Archiméde
et al., 2011). Por el contrario, las leguminosas tropicales son significativamente menos digeribles y
producen menos CH4 por unidad de consumo que las legumiosas de zonas templadas, debido al
mayor contenido de taninos y otros metabolitos secundarios en las leguminosas tropicales afecta a
la digestibilidad de la FDN y a la produccion de CH4 (Archiméde et al., 2011; Knapp et al., 2014).
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Figura 2.15: Relacion entre el consumo de materia seca (kg/d) y la emision
de metano (MJ / d) en vacas lecheras (Fuente: Kebreab et al., 2010).
Referencias: Los simbolos representan diferentes ensayos.
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El metano entérico (CH4) y el N fecal y urinario son dos contaminantes importantes por parte
de las vacas lecheras. Sin embargo, las relaciones entre estos dos componentes han sido raramente
estudiadas, y en la actualidad, los efectos informados del contenido de PB en la dieta sobre la
emision de CHa han sido variables (e.g., Dijkstra et al., 2011; Staerfl et al., 2012; Chiavegato et
al., 2015; Sutter et al., 2017). Si bien la reduccion del contenido de PB de la dieta disminuye la
excrecion de N, dicho efecto es menos claro ain con respecto a la emision de CHas entérico
(Edouard et al., 2016). Se han estudiado varias estrategias de mitigacion destinadas a reducir las
emisiones entéricas de CHs o las excreciones de N en vacas lecheras, aunque de forma
independiente (Beauchemin et al., 2008; Dijkstra et al., 2011; Hristov et al., 2013). Si bien la
proteina no es un nutriente primario utilizado por los microorganismos del rumen para la
metanogénesis, y por lo tanto su fermentacion no parece estar asociada con una formacion
sustancial de CHa (Sutter et al., 2017), las estrategias nutricionales dirigidas a reducir la excrecion

de N pueden aumentar las emisiones de CH4 y viceversa (Bannink et al., 2010; Ellis et al., 2012).

Mediante un modelo mecanistico, Dijkstra et al. (2011) llevaron a cabo una simulacion para
analizar y abordar el problema de posibles compensaciones entre las emisiones de CHs y la
excrecion de N. El objetivo de dicho estudio fue evaluar la interaccion entre la PB y la E de la
dieta, para reducir las emisiones de CHs y la excrecion de N simultaneamente. Para ello
cuantificaron el impacto de dichas dietas sobre las emisiones de CH entérico y la excrecion de N
en vacas lecheras lactantes alimentadas con raciones totalmente mezcladas (RTM) basada en
fuentes forrajeras alternativas. La reduccién del contenido de forraje en la dieta resulté en una menor
digestibilidad del FDN, mayor rendimiento de leche corregida en E (LCE), menores emisiones de CH4
(g / dia), asi como una menor excrecion de NOTr, independientemente del contenido de PB en la dieta.
La disminucion del contenido de PB en la dieta redujo la excrecion de N en excretas (g / dia) y aumentd
la particién de N a proteina de la leche, pero no se observd ningun efecto en las emisiones de CHa.
Segun Dijkstra et al. (2011), como los cambios en el contenido de PB exigen variaciones en otros
nutrientes de la dieta, el aislamiento de los efectos de la PB, es un desafio y esto explica los

resultados variables relacionados con la emision de CHs entérico y distintos niveles de PB.

Simulaciones realizadas por Ellis et al. (2012) sugirieron que la disminucién de PB y su
reemplazo por CHOs solubles aumentarian la formacion de CH4 en el rumen. En una simulacion
realizada por Dijkstra et al. (2010), la correlacion entre la excrecion de N y CH4 simulado fue
positiva, pero pequefia (r?=0,15) (Figura 2.16), ya que el nivel de CMS es un determinante

importante de ambas excreciones. Sin embargo, cuando se expresaron por unidad de leche
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corregida por grasa y proteina (LCGP), la excrecion de N y la emision de CHa se correlacionaron
negativamente (r>= 0,22). Por lo tanto, la suplementacion con dietas bajas en PB y ricas en almidan,
como el silaje de maiz, redujo la excrecion de N y CHs4 por kg de LCGP. En general, la
fermentacion del almidén en el rumen da lugar a mayores proporciones de acido propionico y
menos acido acético y butirico (Bannink et al., 2006) asociadas con la formacién reducida de CH4
en el rumen. Por lo tanto, las simulaciones evaluadas mostraron que las estrategias para reducir la

excrecion de N por unidad de leche pueden disminuir o aumentar la emisién de CH4 por unidad de

leche.
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Figura 2.16: Relacion entre la excrecion simulada de N y la emision de metano entérico en vacas
lecheras de lactancia media con dietas basadas en silaje de pastura (Fuente: Dijkstra et al., 2010).
Referencias: LCGP, leche corregida en grasa y proteina. La linea discontinua indica regresion lineal.

Segln Niu et al. (2016), las emisiones de CHa y las excreciones de N en las vacas lecheras
pueden reducirse mediante la disminucién del consumo de forraje y el contenido de PB en la dieta.
En dicho trabajo, la disminucion del contenido de PB en la dieta redujo la excrecién de N (g / dia)
y aumentd la particion de N a la proteina de la leche, pero no se observé ningun efecto en las
emisiones de CHa. Similares resultados se observan en el trabajo presentado por Kidane et al.
(2018), en el cual la disminucion gradual de la PB en la dieta de 17,5 a 13,0 % no afecto el CMS,
ni la produccién de leche, los rendimientos de los componentes de la leche, o la emision diaria de
CHs. Sin embargo, la disminucion de la PB en la dieta aumentd la EUN y redujo la excrecion de
NOr, tanto en términos cuantitativos como en proporcion del consumo de N. Al contrario, Dijkstra
et al. (2011) estimaron un aumento promedio de 0,30 g de CH4 por g de disminucion de NOr para
diversas intervenciones nutricionales con dietas a base de silaje. No obstante, con respecto a las
emisiones directas e indirectas de N2O, la reduccién estimada de las emisiones de N2O (en
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equivalentes de COy), resultante de la disminucion de la excrecion de N, fue mas que compensada

por un aumento en la produccion de CHs entérico.

En vista de estos resultados, un desafio importante para reducir las pérdidas de N en el ganado
lechero es encontrar un equilibrio nutricional éptimo sin aumentar la produccion entérica de CHs
(Dijkstra et al., 2013b).

2.5.2. Implicancias sobre el balance de nitrégeno a nivel sistema.

Una mejora en la EUN de la dieta puede traducirse en mejoras significativas en los balances
de N a nivel sistema (Jonker et al., 2002; Kohn et al., 1997). Han sido propuestas varias estrategias
relacionadas con la nutricion que pueden mejorar la utilizacion de N y reducir la excrecién de N
en vacas lecheras. Estas estrategias incluyen la reduccion del nivel de fertilizacion con N (e.g.,
Peyraud y Astigarraga, 1998; Warner et al., 2016), corte de pastura para mejorar su eficiencia de
utilizacion (e.g., Brask et al., 2013), utilizacion de alimentos bajos en PB y alto contenido de E
como silaje de maiz (e.g., Van Gastelen et al., 2015) y el ajuste de la composicion del concentrado
(Barsting et al., 2003). Sin embargo, la nutricion no solo afecta la utilizacion de N por la vaca,
sino también la composicion de las excretas y, por lo tanto, su interaccion con la mayor parte de

los procesos por los cuales el N es convertido y perdido en los sistemas (Dijkstra et al., 2018).

Los cambios en la composicion de la dieta afectan la utilizacion de N de los efluentes
aplicados en el campo (Sgrensen et al., 2003; Reijs et al., 2007; Jost et al., 2013). Por esta razén,
la evaluacion de las estrategias nutricionales debe ir mas alla del nivel animal. Sin embargo, la
nutricion puede afectar a todos los niveles de este sistema al reducir la cantidad total de N que sale

de la vaca en forma de excretas (Higgs, 2009).

En la figura 2.17 se presenta una descripcion esquematica de las vias de pérdida de N en
varios puntos del sistema en la gestién de las excretas. Sin embargo, los enfoques matematicos han
estimado que, en los sistemas lecheros, aumentar la conversion de N del alimento en productos
animales en un 50%, reduciria las pérdidas ambientales de N hasta un 40%. En contraste, reducir
las pérdidas de otras areas del sistema, como el almacenamiento, recoleccion y aplicacion de
excretas en un 100%, reduciria solamente las pérdidas totales de N en un 14% (Kohn et al., 1997;
Higgs, 2009).

Las implicaciones del sistema en su conjunto para mejorar la EUN, incluyen reducciones
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en los costos de alimentacion, los cuales llegan a representar hasta el 75% de los costos totales
(Kebreab et al., 2010) principalmente en aquellos insumos importados, reducciones en la carga de
nutrientes en el predio y menor riesgo de contaminacion de N para los recursos hidricos y la
atmosfera (Dou et al., 1998; Kohn et al., 1997; Tylutki et al., 2004; Higgs, 2009).

Tylutki et al. (2004) realizaron un estudio de cinco afios en sistemas lecheros donde
implementaron un programa de manejo de nutrientes, y observaron una reduccion del 17% en la
excrecion de N, asi como mejoras significativas en la produccion y la rentabilidad de todas las
vacas. Hallazgos similares fueron mostrados por Dou et al. (1998), quienes concluyeron que al
implementar un programa de manejo nutricional en un rodeo en el cual originalmente no contaban
con estrategias adecuada, el N en estiércol se podria reducir en un 10% y se aumentaria la

produccién de leche en un 20%.
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Figura 2.17: Pérdidas de N en la gestion de excretas (Fuente: adaptado de Pinder et al., 2004).

Se han construido varios indicadores comunes para evaluar y monitorear la contaminacion por
medio de los presupuestos de N a escala tambo (Oenema et al., 2003). Por ejemplo, un indicador
comun es el balance o excedente de N (entrada de N - salida de N), que a menudo se informa por
unidad de &rea (Nevens et al., 2006; Dalgaard et al., 2012).
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En sintesis

En espera de una era de alimentacion de vacas lecheras de alto rendimiento con dietas
bajas en PB, sera necesario desarrollar estrategias nutricionales que optimicen la captura de N
en el rumen, mejoren la digestién y absorcion de N en el intestino delgado y optimicen la
utilizacion de N (Sinclair et al., 2014). Entregar dietas con un exceso de PB puede resultar en
gastos de alimentacion innecesarios sin retorno, por medio de la produccion de leche o proteinas
de la leche. Ademas, la mayoria del exceso de N en la dieta se excreta en la orina (Broderick,
2003). Por lo tanto, el balance de las raciones con respecto a los niveles de PB se considera una
via importante para reducir los impactos negativos del N en el ambiente para el caso de los
sistemas lecheros (de Klein y Eckard, 2008; Powell et al., 2008; Aguerre et al., 2010). En base
a una variedad de estudios que analizaron los efectos de la concentracidn de PB en la dieta han
encontrado pocos beneficios de la alimentacion a vacas lecheras con dietas que contengan méas
del 16% de PB. La reduccién de la PB en la dieta a niveles aproximadamente el 15% de la MS
lograrian reducciones significativas en el N fecal y urinario. También, equilibrar los requisitos
de PB de las vacas con cantidades correctas de PNDR y PDR tiene efectos positivos, no solo
en el costo de la racion y la rentabilidad, sino también en el ambiente. Ademaés, para minimizar
la excrecion de N y maximizar la utilizacion de N a nivel animal, se debe tener un equilibrio
adecuado de E combinado con el suministro de N al rumen (Dijkstra et al., 1998; Dijkstra et
al., 2018). La alimentacion con cantidades adecuadas de CHOs rapidamente fermentescible y
la sincronizacion del suministro de E y PB, es fundamental para garantizar que la captura
microbiana del N disponible en el rumen sea eficiente. Sin embargo, la evidencia sobre un gran
namero de estudios ha producido resultados contradictorios. Por lo tanto, los beneficios
ambientales y econdmicos de la disminucion del N consumido en la dieta deben equilibrarse

con el posible efecto negativo sobre la productividad de las vacas y la rentabilidad del sistema.

2.6. UTILIZACION DEL NITROGENO UREICO EN LECHE COMO

HERRAMIENTA PARA LA GESTION DEL NITROGENO

Para cumplir con los estandares ambientales actuales y las regulaciones de calidad del aire

previstas, se requieren métodos sélidos que cuantifiquen la gestion del N de los sistemas lecheros

(Thomassen y de Boer, 2005). La medicion directa del NOr y NH resulta una medida poco practica

para ser aplicada en sistemas comerciales. Por esta razon, la cuantificacion debe basarse en
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estimaciones en lugar de datos medidos a campo.

Los modelos matematicos brindan la oportunidad de predecir el rendimiento y las emisiones
de N utilizando indicadores que se pueden alcanzar facilmente y evaluar de forma econémica. Uno
de estos indicadores es el NUL, méas conocido internacionalmente como MUN (sigla del nombre
en inglés, Milk Urea Nitrogen), ha sido ampliamente estudiada como una herramienta para
predecir la EUN de la dieta en vacas lecheras y las pérdidas de N al ambiente (Kauffman y St.
Pierre, 2001; Jonker et al., 2002). Al ser un producto final del metabolismo de las proteinas, esta
claramente relacionada con la concentracion de PB en la dieta (Colmenero y Broderick, 2006a;
Lee et al., 2011). Por lo tanto, la alimentacién excesiva de proteinas puede conducir a altas
concentraciones de NUL, lo que causaria un desperdicio innecesario (DePeters y Ferguson, 1992;
Broderick y Clayton, 1997). Como ya mencionamos anteriormente, la proteina que la vaca no
utiliza para su mantenimiento y produccion, se descompone en NHzs, y es convertida en urea en el
higado, que luego puede reciclarse en el rumen o excretarse en la orina. Cuando se produce urea,
esta se difunde en todos tejidos del cuerpo de la vaca y aparece en la leche (Rodriguez y Yarfiez,
2000). Por lo tanto, el NUL es el resultado de la difusion del contenido de urea del suero sanguineo
a través de las células secretoras de la glandula mamaria, constituyendo una fraccion variable del
N total de la leche y su contenido representa alrededor del 50% del NNP y alrededor del 2,5% del
N total (DePeters y Ferguson, 1992).

Debido a su facil analisis en muestras de leche, la prueba de NUL como indicador ha cobrado
mayor relevancia porque supone una herramienta que evalia la EUN y ciertos trastornos del
comportamiento reproductivo de la vaca lechera. Las compilaciones de varios experimentos de
nutricion en vacas lecheras mostraron un r? de 0,825 entre la EUN (g N en leche / 100 g N
consumido) y el NUL (mg /dL) (Broderick, 2003; Colmenero y Broderick, 2006a; Colmenero y
Broderick, 2006b; Broderick et al., 2008; Broderick et al., 2009; Powell y Rotz, 2015; Hoekstra
et al., 2020). Esto demuestra que el NUL se puede usar para predecir el consumo de N en la dieta
(Figura 2.18) y la EUN (Powell et al., 2014). Por lo tanto, dicho indicador puede usarse para
evaluar la nutricion proteica de los animales, predecir la excrecion de NOr (Jonker et al., 1998;
Kauffman y St-Pierre, 2001; Nennich et al., 2006; Zhai et al., 2007) y también las emisiones de
NHz3 (Burgos et al., 2007; Monteny et al., 2002).

Tradicionalmente, los valores de NUL recomendados oscilaron entre 10 y 14 mg / dL (Ishler,
2017). Sin embargo, mas recientemente, se han comenzado a recomendar valores de NUL que

oscilen entre 8 y 12 mg / dL. Este rango de valores indica un consumo 6ptimo de N (Nousiainen
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et al., 2004; Kohn, 2007; Spek et al., 2013) y permitiria una reduccién de los niveles de NHz en el
rumen (Ishler, 2017). Aquellos valores mayores a los 12 mg/dL suelen indicar un nivel bajo de
EUN y un alto NUOr (Hutjens y Chase, 2012), ambos indeseables. Por otro lado, cuando el NUL
es demasiado bajo, la produccion de leche y la proteina de la leche pueden reducirse, lo que

también es indeseable desde el punto de vista de la rentabilidad del sistema productivo.

La urea estd presente en la leche en concentraciones muy pequefias (aproximadamente 3-25
mg / dL), como resultado de la difusion de N ureico en sangre (NUS), mas conocido como BUN
(sigla del nombre en inglés, Blood Urea Nitrogen), a traves de las células secretoras de la glandula
mamaria. Por lo tanto, NUL estd altamente correlacionado con NUS (Wheadon et al., 2014;
Cantalapiedra-Hijar et al., 2015). Sin embargo, las concentraciones de NUS pueden ser

influenciadas por el consumo de PB y de E, y por la excrecion urinaria.
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Figura 2.18: Relacion entre NUL y EUN de la dieta (Fuente: Powell y Rotz, 2015).
Referencias: Cada punto de datos representa una media de tratamiento NUL-EUN.

Debido a que ésta se elimina del cuerpo en la orina, mediante un incremento del consumo de
agua de bebida, se puede aumentar la produccién urinaria, y de esta manera disminuir la
concentracion de NUS. De esa manera, NUS es sensible a las ingestas proteicas, energéticas y de
agua, a diferencia del NUL. Por esta razon, aunque los factores no nutricionales pueden influir
mucho en el NUL (Wattiaux et al., 2005; Kohn et al., 2004; Spek et al., 2013), se ha convertido
en la herramienta utilizada en algunos paises para ajustar las concentraciones de PB y E en las
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raciones de vacas lecheras, y asi mejorar la EUN de las vacas lecheras y reducir la excrecion de
NUOTr y las emisiones de NH3 (Powell et al., 2008; Burgos et al., 2010; VVan Duinkerken, 2011).

En sintesis

I

I

| La nutricion animal es una importante herramienta de manejo para reducir las pérdidas de N
: al ambiente. El potencial de utilizar el NUL como un predictor de la EUN y la excrecion de N,
| es de particular interés, para mejorar estratégicamente la utilizacién de N y el rendimiento
l animal a través de técnicas sencillas y econdmicas, que pueden ademas estar directamente
relacionado con el potencial de una dieta para contribuir a la excrecién al ambiente y, en

consecuencia, la lixiviacion de NOs™ hacia aguas subterraneas.

2.7. NIVELES DE PROTEINA EN LAS DIETAS EN VACAS LECHERAS Y SU
EFICIENCIA EN EL USO DEL NITROGENO Y EMISION DE METANO

ENTERICO EN TAMBOS DE ARGENTINA

Muchos productores tienden a asegurar el suministro de PB mediante una 'sobre
suplementacion' para maximizar la PL individual. Sin embargo, actualmente existen productores
que se orientan a evitar el suministro excesivo de N en la dieta debido a medidas politicas
establecidas o en desarrollo en diferentes paises, con respecto al impacto negativo del N en el
ambiente. Entregar méas proteina de la necesaria, generalmente aumenta los costos de alimentacion,
pero las pérdidas de leche debido a una cantidad de PB por debajo de la adecuada pueden ser alin
mas costosa. En consecuencia, los tambos tienen pocos incentivos para alimentar a las vacas con
niveles menores al 18% de PB (Van de Haar y St-Pierre, 2006).

Los desafios de los establecimientos lecheros de Argentina se basan principalmente en lograr
aumentos de la productividad y la rentabilidad (Tieri et al., 2017a). Sin embargo, existen
evidencias de que los procesos orientados exclusivamente a maximizar la productividad y mejorar
el resultado econémico, generan repercusiones a nivel ambiental y de sustentabilidad del sistema
en su conjunto. En busca de estos objetivos, la lecheria argentina ha sufrido durante los ultimos
afios un proceso de intensificacion, enfrentando problematicas de indole productiva,
socioecondémica y ambiental, cuya intensidad es consecuencia de: brechas tecnoldgicas,
competencia entre actividades sin complementariedad, dificultad para la gestion y del impacto

ambiental.
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En este contexto, uno de los desafios de la lecheria nacional, es el crecimiento sustentable. En
el marco del proyecto de INTA “Sustentabilidad de los sistemas de produccion de leche” se utilizo
la informacion recopilada por encuestas a sistemas de produccion de leche de la Argentina con el
objetivo de evaluar los niveles de PB en las dietas utilizadas en las vacas en ordefio (VO) por los
productores, la secrecion de N en leche, la excrecion de N (heces + orina), su relacion con la EUN
de la dieta, y las emisiones de CH4 entérico (Tieri et al., 2017b). Para ello, se utilizaron datos de
122 tambos de diferentes provincias de la region pampeana (35% Santa Fe, 35% Cdrdoba, 22%

Buenos Aires y 8% Entre Rios) durante el ciclo julio 2014 - junio 2015.

El formulario utilizado contenia preguntas sobre aspectos estructurales, técnicos vy
productivos. En base a la informacidn recopilada, se estimé el CMS (NRC, 2001), y se calculé el
consumo de N (g/d), el N excretado (NE, g/d, heces + orina) y la EUN (g N leche/g N consumido).
EI N excretado se determind como la diferencia entre el N consumido y el N eliminado en la leche,
bajo el supuesto de que la retencion de N fue cero, y la emision de CH4 por VO (g/d) fue calculada
mediante la metodologia del IPCC (2006).

Las dietas con una concentracion de PB del 16% o menos no son infrecuentes en las lecherias
comerciales de algunos paises (Hristov y Giallongo, 2014). Sin embargo, en Argentina los
productores aun apuntan a niveles mas elevados de PB entregada en las dietas, con la idea de lograr
una mayor produccidn diaria de leche. En la Tabla 2.2 se puede observar una descripcion general
de los sistemas evaluados, en los cuales el nivel de PB promedio fue de 18,0 % de la MS (x 2,0),
con valores maximos de 23,7% de PB y minimos de 13,7%). El 19% de los tambos consumié 16%
de PB 0 menos, el 31% de los sistemas utilizd dietas con niveles de PB por encima del 16% y
menor o igual al 18% de PB y la mitad utiliz6 mas del 18% de PB (18 y 20% de PB).

Al evaluarse los niveles promedios utilizados segun los sistemas de alimentacion clasicos de
los sistemas lecheros argentinos, aquellos sistemas con racion totalmente mezclada (RTM)
tuvieron niveles de PB inferiores y con menor variacion (17,2, + 1,81 % PB), con respecto a los
sistemas de racion parcialmente mezclada (RPM; 17,9 + 2,00 % PB) y a los sistemas que entregan
los alimentos por separado (18,6 + 2,07 % PB).

Con respecto al N secretado en leche y la excrecidn en heces y orina (evaluado como consumo
N — N secretado en leche), en funcion del contenido de PB de la dieta (Figura 2.19), se puede
observar que, al igual que lo descripto en el por otros autores a lo largo del presente capitulo, no

se observd una respuesta en la secrecion de N en leche en funcion de la PB de la dieta.
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Contrariamente, el contenido de N excretado en heces y orina aumentaron de forma lineal (R? =

0,50) a medida que el contenido de PB de las dietas evaluadas fue mayor.

Tabla 2.2: Caracterizacion de variables productivas y de emision de metano en 122 tambos
analizados (Proyecto INTA 1126043) de la Region Pampeana, Argentina.

Variables Media DE Min. Max.
Superficie vaca adulta (VT), ha 183,9 122,4 28,5 740,0
Carga, VT/ ha VT 1,4 0,5 0,6 3,4

Produccion, kg / VO / d 20,1 4,3 10,9 29,8
Grasa butirosa, % 3,6 0,2 2,7 41

Proteina en leche, % 3,2 0,1 2,3 3,6

PB de la dieta, % 18,0 2,0 13,7 23,7
EUN, % 18,6 3,6 10,4 30,4
Emision de CH4, g/ VO /d 312,6 73,9 180,0 451,0
Intensidad de emision de CHa, g / kg Leche 15,9 4,0 9,3 26,8

Referencias: VO: vaca en ordefio; VT: vaca total (vaca en ordefio + vaca seca); PB: proteina bruta; EUN:
eficiencia en el uso del N. DE: desvio estandar.
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Figura 2.19: Excrecion de nitrogeno en funcion del nivel de proteina bruta (PB) de
la dieta en 122 tambos de la Region Pampeana, Argentina.
Referencias: Secrecion en leche (¢) y en heces + orina (e).

Para el caso de la EUN (Figura 2.20), en general fue baja (18,6 + 3,52 %). Se observan
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mayores frecuencias de valores por debajo del 20-22% de EUN y pocos casos (n = 9) con una
EUN por encima del 24%, siendo este valor lo minimo recomendado por la diferente bibliografia

internacional analizada previamente en este capitulo (apartado 2.5).

Frecuencia, %

10-12 12-14 14-16 16-18 18-20 20-22 22-24 24-26 26-28 28-30 30-32
% de EUN
Figura 2.20: Frecuencias relativas de los niveles de EUN (%) de la dieta en vacas en
ordefio en 122 tambos de la Region Pampeana, Argentina.

Al evaluar la EUN segun el contenido de PB de las dietas utilizadas (Figura 2.21), se observé
la siguiente tendencia, a medida que el contenido de PB de la dieta fue mayor, la EUN disminuye
(r2 = 0,17). Sin embargo, el comportamiento de dicha relacion varié segun el sistema de
alimentacion existiendo una mayor relacién lineal en el caso de los sistemas con RTM (r2 = 0,55)
con respecto a los RPM (r2 = 0,15) y los sistemas que entregaron alimentos por separado (r2
=0,08). En base a las pendientes observadas en la figura, los sistemas que consumen RTM lograron
obtener valores de EUN mayores con respecto a los RPM y aquellos que consumieron los alimento
por separado (AS). Estos ultimos presentaron un comportamiento con respecto a la EUN,
observandose una gran variacion en la misma a través de los diferentes niveles de PB consumida.
Por lo tanto, en los sistemas AS el nivel de consumo de PB por si s6lo no explica los niveles de
EUN.

Con respecto a la emision de CHas entérico en funcion de la EUN (Figura 2.24), se puede
observar que existe una tendencia a que en aquellos sistemas en los cuales la EUN es mayor, la
emision de CH4 también fue levemente mayor (r? = 0,09). Sin embargo, al evaluar dicha relacion
segun el sistema de alimentacién, se observo una mayor relacion lineal en el caso de los RPM
(r?=0,55) con respecto a los AS (r?=0,57) y los RTM (r>=0,42).
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Figura 2.21: Eficiencia en el uso del N en funcion del nivel de proteina bruta (PB) de la
dieta segln el sistema de alimentacion en 122 tambos de la Region Pampeana, Argentina.
Referencias: racion parcialmente mezclada (e); alimentos por separado (¢); racion totalmente

mezclada (A).
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Figura 2.22: Emision de metano entérico (g / VO / dia), en funcidn de la eficiencia en el uso del
N segun el sistema de alimentacion en 122 tambos de la Region Pampeana, Argentina.

Referencias: racion parcialmente mezclada (e); alimentos por separado (¢); racion totalmente mezclada

(A).
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En sintesis

En términos generales, los valores de PB de las dietas entregadas a vacas en ordefio en los
sistemas de Argentina fueron altos con respecto a las recomendaciones internacionales para el
caso de dietas que permitan una mejor EUN combinado con una menor excrecion de N 'y, como
resultado, una menor eliminacién de N al ambiente. Al mismo tiempo, las EUN observadas
fueron menores a las deseadas. Esto demuestra que aiin quedan muchas estrategias por hacer en
los sistemas argentinos para mejorar este indicador. Con respecto a la emision de metano y su
relacion con la EUN, se puede ver que aquellos sistemas que fueron mas eficientes en el uso del
N, emitieron mas CHs entérico por vaca. Por lo tanto, se debe ser precavidos en la
implementacién de estrategias que solo tiendan a aumentar la EUN, ya que podrian ser
perjudiciales con respecto a las emisiones de metano. Para ello se precisan realizar evaluaciones
en conjunto, y asi, a futuro, poder identificar dietas o estrategias de manejo que sean beneficiosas

para ambos indicadores ambientales.
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CAPITULO 3 — REVISION SISTEMATICA: Consumo de proteina en
vacas lecheras y su efecto sobre la produccién de leche, la eficiencia en el
uso del nitrogeno y la emision de metano entérico.

3.1. INTRODUCCION

La eficiencia alimenticia en la produccion lechera ha recibido cada vez mayor atencion, debido
a su influencia no solo en la rentabilidad del sistema, sino también en las pérdidas de nitrogeno
(N) al ambiente. La determinacion adecuada de los requerimientos proteicos es uno de los factores
criticos en la nutricion de las vacas lecheras para lograr maximizar la produccion minimizando el
consumo de proteinas y la eliminacion de N por medio de las excretas (Lee et al., 2011). Ademas
de las cuestiones productivas, la comprension de las interrelaciones que existen con la regulacion
de N es necesaria para facilitar el desarrollo de estrategias nutricionales que mejoren la utilizacion
de Ny reduzcan la excrecion de N (Higgs, 2009).

En el capitulo anterior se concluy6 que los niveles de PB de las dietas entregadas a vacas en
ordefio en nuestro pais fueron superiores a aquellos niveles recomendados a nivel internacional y
esto generd que los valores de EUN fueran menores a las deseadas. EI aumento de la presion
publica en favor de una produccion animal sostenible exige un nuevo analisis de los factores que
son esenciales para optimizar EUN y asi disminuir la cantidad de N eliminado al ambiente. En la
ganaderia, la necesidad de entender las complejas relaciones bioldgicas, ambientales y de gestion

estd aumentando (St-Pierre, 2001).

Historicamente, al efecto del tratamiento se lo considera un efecto fijo, no porque realmente
lo sea, sino a nuestra incapacidad para resolver eficientemente modelos mixtos de tamafio modesto
(aquellos que contienen tanto efectos fijos como aleatorios). Sin embargo, los softwares
estadisticos modernos han superado esta limitacion. Consecuentemente, los meta-analisis actuales
posibilitan la incorporacion el efecto tratamiento y sus efectos de interaccion como componentes
aleatorios de un modelo mixto. Esto posibilita mejores ecuaciones de prediccion de los sistemas

bioldgicos y una descripcién mas precisa de sus errores de prediccion (St-Pierre, 2001).

El objetivo del presente capitulo fue estudiar la relacion entre el consumo de N, la produccién
de leche, la excrecion de N en leche, en orina 'y en heces, el N retenido, la EUN y el NUL a partir
de una revision sistematica, para un conocimiento integral de las mismas y ayudar a definir los

niveles utilizados en el ensayo a campo. En consecuencia, en el presente estudio se reunieron los
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datos de 53 ensayos con vacas lecheras que incluyeron dietas con diferentes niveles de PB.

3.2. MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron los resultados obtenidos en dietas de 53 ensayos de alimentacion publicados que
tenian como objetivo evaluar diferentes concentraciones de proteina en la dieta de vacas lecheras,
representando un total de 222 tratamientos y 2158 vacas (Piepenbrink et al., 1996; Metcalf et al.,
1996; Cunningham et al., 1996; Kalscheur et al., 1999; Wu y Satter, 2000; Bach et al., 2000; Schor
y Gagliostro, 2001; M"hamed et al., 2001; Castillo et al., 2001; Ruiz et al., 2002; Kokkonen et al.,
2002; Frank y Swensson, 2002; Davidson et al., 2003; Broderick., 2003; Hristov et al., 2004;
Raggio et al., 2004; Reynal y Broderick, 2005; Groff y Wu, 2005; Ipharraguerre et al., 2005;
Kalscheur et al., 2006; Colmenero y Broderick, 2006; van Dorland et al., 2007; Metcalf et al.,
2008; Broderick et al., 2008; Imaizumi et al., 2010; Aguerre et al., 2011; Lee et al., 2011; Staerfl
et al., 2012; Hassanat et al., 2013; Spek et al., 2013; Cantalapiedra-Hijar et al., 2014; Doreau et
al., 2014; Arriola Apelo et al., 2014; Fanchone et al., 2014; Recktenwald et al., 2014; Neal et al.,
2014; Reid et al., 2015; Rinne et al., 2015; Broderick et al., 2015; Arndt et al., 2015; Edouard et
al., 2016; Mohtashami et al., 2016; Hynes et al., 2016; Mutsvangwa et al., 2016; Niu et al., 2016;
Sutter et al., 2017; Barros et al., 2017; Kauffman et al., 2017; Corea et al., 2017; Savari et al.,
2018; Ebrahimi et al., 2018; Chen et al., 2018). Estos ensayos incluyeron estudios de alimentacién
a largo plazo y estudios en los que las dietas se rotaron entre las vacas a lo largo del tiempo en
disefios crossover o de cuadrado latino. Aunque el CMS y la produccion de leche se informaron
para las vacas en todos los ensayos incluidos, s6lo se informaron otras mediciones (digestibilidad
aparente, excrecion de N urinario y fecal, retencion de N (balance de N), componentes de la leche,
N ureico en leche (NUL) y N ureico en sangre (NUS) en algunos de los ensayos.

Lo primero que se realizd fue un analisis de componentes principales para evaluar las
relaciones de las variables bajo estudio: consumo de N, produccién de leche (PL, kg), excrecion

de N en leche, en orina 'y en heces, N retenido, EUN y NUL.

A continuacion, se realiz6 una caracterizacion de variables productivas y de emision de CH4
en las diferentes dietas entregadas, para luego realizar un analisis de conglomerados usando una
matriz de datos estandarizada, el método de agrupamiento de Ward y distancia Euclidea en funcion
de los dias en lactancia (DEL), el nivel de PB en la dieta, la produccion de leche y la EUN, con el

objetivo de determinar la existencia de grupos de tratamientos con comportamiento similar en base
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a las variables evaluadas. Para confirmar las diferencias entre los grupos se utilizo el test de
Kruskal-Wallis.

Posteriormente, a fin de determinar la funcion que relaciona la concentracion de PB (%) y
algunas de las variables productivas, se realizo un analisis a través de regresiones aleatorias. El
mismo contemplo la incorporacion del efecto “estudio”, referido a cada ensayo con diferentes
tratamientos, como un factor aleatorio, el cual se tested para incorporarlo a la pendiente y la
ordenada (St-Pierre, 2001). A través de pruebas chi cuadrado para la diferencia de log-
verosimilitudes se evalud la significancia de los efectos fijos y aleatorio sobre la ordenada al origen

y la pendiente mediante los diferentes modelos de regresiones previamente desarrollados.

Para desarrollar la prediccion de produccion de leche (PL), contenido proteico de la leche,
consumo de materia seca (CMS), eficiencia en el uso del N (EUN) y N ureico en leche (NUL) se
utilizo el siguiente modelo:

Yij = Boi + B1i * X1; + €

Donde: y;; corresponde a la variable respuesta observada en el estudio i — ésimo (i=1 a 53) de la
observacién j — ésima del estudio (j=1 a ni dependiendo del estudio).
Boi es la ordenada al origen la cual se define como:

Boi = Yoo + Ho;
Donde: y,, es la ordenada general, u,; es el efecto aleatorio del estudio i — ésimo sobre la
ordenada al origen y 4; es la pendiente de la recta, la cual se define como:

Bii = Y10 + i
Donde: y;, es la pendiente general y u,; es el efecto aleatorio del estudio i — ésimo sobre la
pendiente de la recta de regresion.
Tanto uy; como p4; se distribuyen normal con media igual a cero y varianza aﬁo y o,
e;j es el termino de error.

Para las distintas evaluaciones se utilizo el paquete estadistico R Core Team (2016).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 3.1 se pueden observar los valores medios, desvios estandar, maximos y minimos
de las principales variables presentes en la base de datos de los ensayos de alimentacion publicados
y que representaron un total de 222 tratamientos. El conjunto de datos incluia dietas que variaban

ampliamente en la relacion forraje/concentrado (promedio 57,5: 42,3; extremos: 18,7:81,3 y
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90,5:9,5).

El silaje de maiz, silaje de alfalfa y heno fueron los componentes forrajeros predominantes de
las dietas, representando el 46,8 + 14,3% de la dieta para el caso de los silajes y el 15,3 £ 12,2%
de la dieta el heno. Los granos de maiz, cebada y trigo fueron los principales concentrados
energéticos utilizados, representando el 26,7 = 9,5 % de la MS de las dietas y los principales
suplementos proteicos fueron la harina de soja extraida con y la harina de colza, representando el
10,0 £ 5,5 % de la MS total entregada sélo 10 tratamientos fueron evaluados bajo condiciones de

pastoreo, representando en aquellos casos en promedio el 62,0 + 34,4 % de la MS consumida.

Del total de los tratamientos, el 99,1 % correspondieron a dietas entregadas a vacas Holstein.
Ademaés, DEL al inicio de estos ensayos oscilaron entre 15y 273 dias, con una media de 85 dias,
y el 31% de los tratamientos fue aplicado a vacas previo a los 60 DEL, 59,0% en inicio de lactancia,

33,0% media lactancia y 9,0% a vacas con mas de 200 DEL.

Seguln Hristov y Giallongo (2014), las dietas con una concentracion de PB del 16% o menos
son frecuentes en las lecherias comerciales de algunos paises. Sin embargo, los esfuerzos de
investigacion en los ultimos afios se han centrado en valores “Optimos” para un balance entre la
produccién de leche y excrecion de N, cercanos al 16% de PB. Las concentraciones de proteina
de la dieta en las dietas comerciales tipicamente son mayores para las vacas al principio que al
final de la lactancia, cuando la fuente de forraje es alfalfa en lugar de ensilado de maiz, y cuando
las fuentes suplementarias de proteina tienen un bajo costo, segin Owens (2014). Por el contrario,
la preocupacion por el manejo y la eliminacion de las excretas, a menudo lleva a los productores
a reducir el contenido proteico de sus dietas y a cambiar a fuentes de proteinas con un alto

contenido de AA esenciales o que resisten la degradacion ruminal.

En el caso de los ensayos realizados previos al pico, los valores de proteina utilizados en las
dietas variaron entre 11,3 y 28,2% (16,7 £ 2,7%), permitiendo valores de EUN en promedio de
30,6 £ 7,1%. Sin embargo, el 50% de los tratamientos estuvieron en el rango de 25,8 a 33,1 %.
Para el caso de vacas con méas de 60 DEL y menos de 100 DEL, el nivel de PB promedio utilizado
fue de 16,0 + 1,6%, evaluandose solamente tres tratamientos con niveles inferiores al 14% (Raggio
et al., 2004; Fanchone et al., 2014) y cuatro tratamientos con niveles por encima del 18% (Reynal
y Broderick, 2005; Groff y Wu, 2005; Arndt et al., 2015), siendo 18,8% PB el maximo nivel

evaluado.

Las EUN observadas rondaron el 28,2 + 3,1%. Aquellas dietas entregadas a vacas en lactancia
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media (100 a 200 DEL) contaron con niveles de PB de 16,4 + 2,4%, con un minimo de 11,4y un
maximo de 25,5, y obtuvieron EUN en torno al 28,3 +4,3%. Por ultimo, para el caso de las vacas
con mas de 200 DEL, los niveles promedios de PB utilizados fueron menores al resto de las etapas
(13,9 £ 2,4) al igual que las EUN observadas (25,7 * 4,6%).

Tabla 3.1: Caracterizacion de variables productivas y de emisién de metano en 222 dietas
evaluadas en 53 ensayos y 222 dietas con diferente contenido de PB de la dieta entregada a vacas
en lactancia.

Variables Media DE Min. Max.
Peso vivo, kg 621,0 72,2 323,0 748,0
Dias en lactancia, d 99,1 59,2 15,0 273,0
PB de la dieta, % 16,17 2,46 9,40 28,20
Consumo de PB, kg / d 3,51 0,71 1,60 5,30
PDR, % PB 63,5 4,2 49,1 71,2
PNDR, % PB 36,6 4,0 28,8 50.,9
FDN, % MS 32,4 57 15,7 50,7
FDA, % MS 20,3 4,2 11,2 32,9
CNF, % MS 42,7 6,1 10,1 55,0
ENL 1,6 0,1 1,5 1,8
Consumo de MS, kg/ VO / d 21,72 3,18 13,10 30,20
Produccién de leche, kg / VO / d 32,77 7,27 13,00 47,70
Produccion de leche, kg LCG4% / VO /d 30,00 8,37 6,20 46,98
Proteina en leche, % 3,13 0,27 1,80 4,10
Rendimiento proteina en leche, kg / d 1,03 0,26 0,50 3,10
EUN, % N leche / N consumido 28,76 5,28 15,70 59,60
NUL, mg / dL 15,25 7,12 3,70 36,60
Particion de Nitrogeno

N en orina, % 33,57 7,97 14,30 61,42

N en heces, % 33,99 7,92 4,80 55,10

N excretado, % 65,42 11,33 29,09 88,90
Metano

Emision de CH4, g/ VO /d 527,41 135,66 276,00 743,00

Emision de CH4, g / kg CMS 25,29 5,51 17,70 34,00

Intensidad de emision de CHa, g / kg Leche 17,72 4,58 10,35 25,60

Referencias: DE: desvio estandar; Min.: minimo; Max: maximo. PB: proteina bruta; VO: vaca en ordefio;
CMS: consumo de materia seca; LCG4%: leche corregida en grasa al 4%; EUN: eficiencia en el uso del N;
NUL.: N ureico en leche (n=179); CHa: metano entérico (n= 27); N en orina y heces: n = 161; N excretado
total: n=168). De los 222 casos, 220 son con vacas Holstein 100%.
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3.3.1. Analisis de componentes principales

Al realizar el andlisis de componentes principales, el 71% de la variacion fue explicada por
las primeras dos componentes (Figura 3.1), siendo la dimension 1 responsable del 49,1% vy la
dimension 2 del 21,9%. La PL, el consumo de N y la cantidad total de N excretado (heces +
orina) fueron las variables que mayor peso tuvieron en la primera componente. Al mismo
tiempo, estas tres variables fueron las de mayor contribucion en el andlisis, seguidas de la
secrecion de N en leche, la excrecion de N en orina y en bosta y la EUN. En la segunda

componente, las variables con mayor peso fueron NUL, el balance de N y la EUN. Sin embargo,

NUL y el balance de N fueron las dos variables de menor contribucion.

1,0

0,0

Dim 2 (21,9%)

-1,0

-1,0

EUN

N en leche

N en hosta Contribucion

‘ N Excretado I

Consumo de N

v : '* N en orina

BalancedeN | NUL

0,0 0,5 1,0
Dim 1 (49,1%)

Figura 3.1: Representacion grafica del analisis de componentes principales de las variables

utilizadas en el trabajo.

Referencias: Produccion de leche (LCG), consumo de N, N en leche, en orina, en heces, N retenido,
eficiencia en el uso del N (EUN) y urea en leche (NUL).
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En la Figura 3.1 se puede observar que la EUN estuvo directamente relacionada con la PL y
la secrecion de N en leche, e inversamente relacionada con el N excretado via orina, el consumo
de Ny el N total excretado. Al mismo tiempo, NUL estuvo directamente relacionado con el balance
de N (N retenido por el animal) y el N eliminado via orina, e inversamente relacionado con la EUN
y en menor medida con la produccion de leche. La alta correlacion negativa entre la concentracion
de NUL y la EUN demuestra su utilidad como indicador de la eficiencia de utilizacion de dicho

nutriente.

3.3.2. Analisis de conglomerados

El analisis de conglomerados permitid agrupar a los trabajos evaluados en 4 grupos (G) con
un criterio de diferenciacion de conglomerados al 30%. En la Tabla 3.2 se presentan las medias y

desvios estandar por grupo de conglomerado obtenido segun las variables evaluadas.

Tabla 3.2: Medias y desvio estdndar por grupo de conglomerado obtenido segun las variables
evaluadas.

Variables G1(n=49) G2 (n=88) G3(n=49) G4 (n=236)
Porcentaje PB dieta, % 18,8 + 2,6° 16,4 + 1,3° 14,2 + 2,02 148 + 1,52
Dias en lactancia, d 103,6 £29,3° 64,6 +26,9% 1575+77,4° 97,9 +559°
Produccion de Leche, kg /VO/d 31,7+52° 382+3,1° 22,9+54* 344+54b
EUN, % 241+24%  296+27° 269+36° 36,8+6,6
Proteina en leche, % 3,1+0,3° 3,0+£0,22 3,3+£0,3° 3,2+£0,2°
N ureico en leche, mg / dL 17,9+7,7° 15,1+ 6,82 13,4 +7,7° 13,8 £ 5,52
Consumo de MS, kg / VO /d 21,8 £3,4° 23,3+ 2,6° 19,3+26% 21,0+25°
Consumo de N, g/ VO / d 647,3 + 87,5 600,5 + 105,7° 442,2 +90,9* 480,5 + 66,72
N en orina, % CN 375+83° 344+66° 30,1+78 28770
N en heces, % CN 31,6 +7,9% 361+88>  30,7+49° 383+59°
Total N excretado, % CN 69,0+6,9° 648+150° 60,8+84% 67,0+7,9°
Emision de CH4, g/ VO /d 551,8 + 127,0° 590,8 + 104,7° 477,3 + 172,0® 365,2 + 66,5°
IE, gCH4 / kg CMS 271+59° 260+46° 247+47® 188+0,4°
IE, gCHa4 / kg PL 199+48° 162+22° 209+25 120+1,6%

Referencias: PB: proteina bruta; LCG: leche corregida por grasa 4% N: nitrdgeno; EUN: eficiencia en el
uso del nitrégeno; NUL.: nitrégeno ureico en leche; CN: consumo de N; IE: Intensidad de emision.

abed | etras diferentes en igual fila indican diferencias significativas entre medias. * P < 0,05; ** P < 0,01;
*** P < 0,001.
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El G2 agrupd al mayor nimero de dietas evaluadas y el G4 presentd la menor cantidad de
casos, seguido del G1y G3. El G1 representd a aquellos casos de estudio en donde los niveles de
PB fueron mayores, generando un mayor consumo de N, logrando una produccion de leche
intermedia, pero una baja EUN y por lo tanto una mayor excrecion de N al ambiente,
principalmente via orina. En G2 agrupd a aquellos tratamientos con valores similares a los
recomendados por bibliografia internacional (16% PB aproximadamente), con una PL mayor y
con vacas con menor cantidad de DEL con respecto al resto de los grupos. EI G3 y G4 agrupacién
a aquellos tratamientos con menor contenido de PB en la dieta y similares entre ellos. Sin embargo,
G4 obtuvo una EUN mayor, probablemente debido a la mayor PL y menor cantidad de DEL de

los animales.

3.3.3. Regresiones aleatorias

Como ya se ha mencionado anteriormente, la determinacion adecuada de los requerimientos
de proteina animal es de importancia critica para maximizar la produccion de leche. Como altimo
punto de la revision sistematica, se decidio realizar las regresiones aleatorias de las variables
directamente o inversamente mas relacionadas entre si, que consideramos de mayor importancia,
segun el analisis de componentes principales. En la Tabla 3.3 se presentan las diferentes ecuaciones
de regresiones lineales obtenidas segun el analisis. En cada caso se evaluo la significancia del
efecto fijo o aleatorio sobre la ordenada al origen y la pendiente mediante los diferentes modelos

de regresiones previamente desarrollados.

Tabla 3.3: Regresiones lineales obtenidas en funcion del nivel de PB en 53 ensayos y 222 dietas
con diferente contenido de PB de la dieta entregada a vacas en lactancia.

Variable Ord! EE? EFO® EAO* Pte.® EE?2? EFP® EAP’ Corr?®

PL,kg/VO/d 21,84 2,62 *** *** 0,66 0,15  *** il 0,93
Proteinaen leche,% 3,08 0,10 *** *** 0,003 001 NS NS 0,95
Consumode MS, kg 19,86 0,85 *** *** 0,09 0,05 NS NS 0,87
EUN, % 4589 2,32 *** FFx-105 0,15 A folalel 0,96
NUL, mg/dL -9,35 162 ** A 1,56 0,08  *** NS 0,79

Referencias:! Ord: ordenada al origen; ® EE: error estandar; 2 EFO: significancia del efecto fijo sobre la
ordenada, * EAO: significancia del efecto aleatorio sobre la ordenada; ° Pte: pendiente; ® EFP: significancia
del efecto fijo sobre la pendiente, 7 EAP: significancia del efecto aleatorio sobre la pendiente; & Corr
correlacion; NUL: N ureico en leche; EUN: eficiencia en el uso del N = N secretado en la leche (g) / N
consumido (g) x 100. Significancias: * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.

El rendimiento de PL aumento a un ritmo decreciente a medida que la concentraciéon de PB

en la dieta se incremento, tanto en este trabajo como en estudios anteriores (Owens, 2014). Como
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se puede observar en la Tabla 3.3 para el caso de proteina en leche, consumo de MS y NUL, se
utilizaron modelos de regresion aleatoria con efecto fijo sobre la ordenada al origen y la pendiente,
pero con efecto aleatorio solamente sobre la ordenada. Esto quiere decir que, si bien las ordenadas
al origen obtenidas fueron diferentes para todos los estudios evaluados, las pendientes fueron
iguales. Por lo tanto, se podria decir que para % de proteina en leche, por cada unidad de aumento
en el % PB, aument6 0,003 el % de proteina en leche. De igual forma, para CMS y NUL, en donde
por cada unidad de aumento del % PB, amentd 0,09 unidades de CMS y 1,56 unidades de NUL.

Sin embargo, para PL y EUN, se utiliz6 un modelo de regresion aleatoria con efecto fijo y
efecto aleatorio sobre la ordenada al origen y la pendiente. Esto quiere decir que las ordenadas y
las pendientes obtenidas fueron diferentes para todos los estudios evaluados. En la Figura 3.2

podemos observar la distribucion de frecuencias de las pendientes obtenidas para PL y EUN.

Los pequefios cambios en la produccidn pueden resultar dificiles de detectar (y pueden no ser
estadisticamente significativos) y muy variables en estudios individuales o en ensayos a nivel
sistema. Sin embargo, estas disminuciones deben ser motivo de preocupacion cuando se evaltan
las recomendaciones de que las concentraciones de PB deben reducirse simplemente para
disminuir la excrecion de N y mejorar la eficiencia de la conversion de la proteina suministrada en
rendimiento proteico en leche. Segin Broderick (2003), el aumento del consumo de N no siempre
conduce a un mejor desempefio de la lactancia (Santos et al., 1998; Monteils et al., 2002; Bach,

2013), especialmente en los niveles mas altos de PB consumida.

(A) (B)
0,60 0,60
0,50 0,50
0,40 0,40
0,30 0,30
0,20 0,20
0,10 0,10
0,00 0,00 N s s—
- -01a06 06al4 14a21 21a29 29a36 -18a-12 -12a-04 -04a04 04al2 12a20

Figura 3.2: Distribucion de frecuencias obtenidas en las regresiones aleatorias para el caso de
la pendiente de produccion de leche (A) y la eficiencia en el uso del nitroégeno (B).

Para el caso de la PL, al ver la gran variacion existente en los resultados obtenidos, se decidio
evaluar la respuesta cuadratica para el analisis de regresiones aleatorias, el cual dio
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estadisticamente significativo (P < 0,01). EI modelo general obtenido fue: PL = -1,19 (+7,88) +
(3,54 (+0,94) x %PB) + (-0,09 (+0,03) x (%PB)>?).

Considerando la amplia diversidad en el rendimiento en leche y los dias en lactancia entre los
trabajos evaluados, parece sorprendente que se requiriera un 19,9% de PB en la dieta para alcanzar
el rendimiento maximo de la leche de 34,0 kg/dia (Figura 3.3). Esta concentracion es
considerablemente mayor a la observada en los sistemas comerciales evaluados a nivel nacional
(apartado 2.7). Sin embargo, este nivel es inferior a la estimacién de la NRC (2001), en la cual se
requiere un 23% PB para obtener la maxima PL, y la obtenida por Owens (2014), en donde con

un 20,6% PB se logra obtener una PL méxima de 32,75 kg/dia.

Esta concentracion es considerablemente mayor al observado en la mayoria de los sistemas
lecheros de Argentina. Sin embargo, es inferior a la estimacion de la NRC (2001) de que se necesita
un 23% de PB en la dieta para obtener el maximo rendimiento lechero (Owens, 2014). Basado en
los promedios de la ecuacion obtenida por el modelo cuadrético, una disminucion en la proteina
de la dieta de 18 a 17, 16 y 15% de la MS de la dieta debe esperarse que disminuya la PL en un
promedio de 0,4; 1,0y 1,7 kg/d por debajo de la PL con una PB de la dieta del 18%. Dichos valores

son menores a los observados por (Owens, 2014).

La concentracion de la proteina de la leche, a menudo utilizada como indice de adecuacion
del nivel de PB, no tiene una respuesta muy clara a los niveles de PB de las dietas. Uno esperaria
que la concentracién de proteina de la leche aumente cuando se proporciona mayor cantidad de
proteina suplementaria y por lo tanto aumente la PL. Sin embargo, no se detecto tal respuesta en
estos ensayos (Figura 3.4), obteniéndose una pendiente negativa en la regresion general evaluada
(Tabla 3.3).

En un ensayo realizado por Leonardi et al. (2003), la concentracion de proteina de leche
disminuyé cuando la proteina de la dieta se incrementd. Lo mismo fue observado por Niu et al.
(2016). Segun Barros et al. (2017), la diferencia entre los tratamientos puede ser el resultado de
diferentes mecanismos subyacentes que dependen de la severidad de la reduccion en la PB de la
dieta. En los casos en los que se observé un aumento del rendimiento de proteina en leche, esto

fue generalmente el resultado de un aumento del CMS (Broderick, 2003).
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Figura 3.3: Regresiones individuales en cada uno de los ensayos evaluados y regresion
cuadratica general obtenida del analisis grupal.

Referencia:o Piepenbrink et al., 1996; A Metcalf et al., 1996; + Cunningham et al., 1996; x Kalscheur
et al., 1999; ¢ Wu y Satter, 2000; V Bach et al., 2000; @ Schor y Gagliostro, 2001; # M hamed et

al., 2001; “* Castillo et al., 2001; - Ruiz et al., 2002; = Kokkonen et al., 2002; Frank y Swensson,
2002; = Davidson et al., 2003; @ Broderick., 2003; m Hristov et al., 2004; ® Raggio et al., 2004; A
Reynal y Broderick, 2005; ¢ Groff y Wu, 2005; e Ipharraguerre et al., 2005; « Kalscheur et al., 2006;
o Colmenero y Broderick, 2006;avan Dorland et al., 2007; ¢ Metcalf et al., 2008;A Broderick et al.,
2008; Imaizumi et al., 2010;! Aguerre et al., 2011; " Lee et al., 2011; # Staerfl et al., 2012; $ Haque et
al. 2012; % Cantalapiedra-Hijar et al., 2014; &Doreau et al., 2014; ' Arriola Apelo et al., 2014; ! Sutter
et al., 2017; / Barros et al., 2017; 0 Kauffman et al., 2017; 1 Corea et al., 2017; 2 Savari et al., 2018; 3
Ebrahimi et al., 2018;4 Chen et al., 2018.

Al igual que la concentracion proteica de la leche, el CMS ha tenido respuestas variables a lo
largo de los trabajos evaluados. Si bien un CMS deprimido en las vacas con dietas con baja PB
podria deberse a un funcionamiento deficiente del rumen a través de la actividad microbiana
suprimida o la regulacion fisioldgica del consumo (Allen, 2000), en algunos trabajos no se
observaron diferencias significativas en los diferentes tratamientos. Lo mismo observaron
Colmenero y Broderick (2006) en vacas en lactancia temprana y media, al igual que Cunningham
et al. (1996) y Leonardi et al. (2003), quienes detectaron poco efecto del contenido de PB en la

dieta sobre el CMS.
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Figura 3.4: Regresiones individuales en cada uno de los trabajos evaluados.

Referencia: 1: Piepenbrink et al., 1996; 2: Metcalf et al., 1996; 3: Cunningham et al., 1996; 4: Kalscheur
et al., 1999; 5: Wu y Satter, 2000; 6: Bach et al., 2000; 7: Schor y Gagliostro, 2001; 8: M"hamed et al.,
2001; 9: Castillo et al., 2001; 10: Ruiz et al., 2002; 11: Kokkonen et al., 2002; 12: Frank y Swensson,
2002; 13: Davidson et al., 2003; 14: Broderick., 2003; 15: Hristov et al., 2004; 16: Raggio et al., 2004;
17: Reynal y Broderick, 2005; 18: Groff y Wu, 2005; 19: Ipharraguerre et al., 2005; 20: Kalscheur et al.,
2006; 21: Colmenero y Broderick, 2006; 22: van Dorland et al., 2007; 23: Metcalf et al., 2008; 24:
Broderick et al., 2008; 25: Imaizumi et al., 2010; 26: Aguerre etal., 2011; 27: Lee et al., 2011; 28: Staerfl
et al., 2012; 29: Haque et al. 2012; 30: Cantalapiedra-Hijar et al., 2014; 31: Doreau et al., 2014; 32:
Arriola Apelo et al., 2014; 33: Fanchone et al., 2014; 34: Hassanat et al., 2013; 35: Spek et al., 2013;
36: Recktenwald et al., 2014; 37: Neal et al., 2014; 38: Edouard et al., 2016; 39: Reid et al., 2015; 40:
Rinne et al., 2015; 41: Broderick et al., 2015; 42: Arndt et al., 2015; 43: Mohtashami et al., 2016; 44:
Hynes et al., 2016; 45: Mutsvangwa et al, 2016; 46: Niu et al, 2016; 47: Sutter et al., 2017; 48: Barros et
al., 2017; 49: Kauffman et al., 2017; 50: Corea et al., 2017; 51: Savari et al., 2018; 52: Ebrahimi et al.,
2018; 53:Chen et al., 2018.

Con respecto al efecto del contenido proteico de las dietas sobre la EUN, la respuesta es mas
exacta. En un reciente meta-analisis de un gran conjunto de datos realizado por Huhtanen et al.
(2008), la concentracion de PB fue una de los mejores predictores de la EUN. Aunque,
dependiendo de la dieta basal, el aumento del aporte de N puede producir un aumento en la
produccidn de proteina de leche, la eficiencia de la conversion de N en proteina de leche disminuira
de manera predecible (Colmenero y Broderick, 2006). Salvo en el trabajo de Bach et al. (2000),
quien utiliz6 vacas lecheras con muy alta produccion de leche (promedio 46,1 kg / VO / d) al inicio

90



de la lactancia (25 DEL), en el resto de los trabajos evaluados, a medida que el consumo de N
aumentd, la EUN (en g de leche N por g de N consumido) disminuyd linealmente (Tabla 3.3).

El modelo cuadratico evaluado no dio estadisticamente significativo (P = 0,91). Dichos
resultados confirman las respuestas obtenidas en diferentes estudios que encontraron mayores
eficiencias en el uso de N en vacas lecheras en lactancia en respuesta a menores consumos de N
(Figura 3.5). El modelo general obtenido fue: EUN = 45,10 (2,32) + (1,03 (0,15) x %PB).

El aumento de PB de 13,0 a 16,0% redujo la eficiencia de N en 3,1 unidades porcentuales, y
se redujo 2,1% cuando la PB aumentd de 16,0% a 18,0%. En sintesis, una reduccion en la
concentracion de PB de la dieta provoca un aumento en la EUN (Huhtanen y Hristov, 2009) y, por
lo tanto, el nivel de PB en la dieta debe reducirse en un intento por mejorar la EUN y minimizar

las pérdidas de N (Castillo et al., 2000; Sinclair et al., 2014).
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Figura 3.5: Regresiones individuales en cada uno de los ensayos evaluados y regresion lineal
general obtenida del analisis grupal.

Referencia:o Piepenbrink et al., 1996; A Metcalf et al., 1996; + Cunningham et al., 1996; x Kalscheur
et al., 1999; ¢ Wu y Satter, V' 2000; Bach et al., 2000; & Schor y Gagliostro, 2001; # M hamed
et al., 2001; ¢ Castillo et al., 2001; -+ Ruiz et al., 2002; - Kokkonen et al., 2002; ~ Frank y Swensson,
2002; ™ Davidson et al., 2003; & Broderick., 2003; m Hristov et al., 2004; e Raggio et al., 2004; A
Reynal y Broderick, 2005;¢ Groff' y Wu, 2005; e Ipharraguerre et al., 2005; e Kalscheur et al., 2006; o
Colmenero y Broderick, 2006;ovan Dorland et al., 2007; ¢ Metcalf et al., 2008;A Broderick et al., 2008;
Imaizumi et al., 2010;! Aguerre et al., 2011; " Lee et al., 2011; # Staerfl et al., 2012; $ Haque et al. 2012;
% Cantalapiedra-Hijar et al., 2014; &Doreau et al., 2014; ' Arriola Apelo et al., 2014; ! Fanchone et al.,
2014; " Hassanat et al., 2013; # Spek et al., 2013; $ Recktenwald et al., 2014; % Neal et al., 2014; &
Edouard et al., 2016; ' Reid et al., 2015; ( Rinne et al., 2015; ) Broderick et al., 2015; * Arndt et al.,
2015;;+ Mohtashami et al., 2016;4 Hynes et al., 2016;> Mutsvangwa et al, 2016; - Niu et al, 2016;. Sutter
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et al., 2017; / Barros et al., 2017; 0 Kauffman et al., 2017; 1 Corea et al., 2017; 2 Savari et al., 2018; 3
Ebrahimi et al., 2018;4 Chen et al., 2018.

Otros cambios detectados con concentraciones mas altas de PB en la dieta incluyeron
aumentos lineales en las concentraciones de NUL. Como ya se menciond, el NUL ha sido
ampliamente estudiado como una herramienta para predecir la EUN de la dieta en vacas lecheras
y las pérdidas de N al ambiente (Kauffman y St. Pierre, 2001). Al ser un producto final del
metabolismo de las proteinas, est4 claramente relacionada con la concentracion de PB en la dieta
(Colmenero y Broderick, 2006; Lee et al., 2011). Por lo tanto, un aumento en el consumo de PB

condujo a mayores concentraciones de NUL.

3.4. CONCLUSIONES

En los ultimos 23 afios se han realizado un nimero importante de ensayos en los cuales se ha
considerado el efecto de la PB de la dieta sobre la PL, la calidad de la mismay la EUN. La revisién
sistematica permitid generar una sintesis de la evidencia disponible para proseguir con el analisis
en profundidad de las relaciones entre las variables. Si bien en algunas variables, como CMS,
proteina en leche (%) y NUL, tuvieron poca variabilidad de respuesta entre los estudios evaluados,
la PL individual y la EUN tuvieron una respuesta variable, siendo ambas variables de importancia
para el costo de la dieta y el resultado econdmico final. La alta correlacion negativa entre la
concentracion de NUL y la EUN demuestra su utilidad como indicador de la eficiencia de

utilizacién de dicho nutriente.

Uno de los factores criticos en la nutricion de las vacas lecheras para lograr maximizar la
produccién y el resultado econdmico es proporcionar una cantidad adecuada de PB en la dieta es,
minimizando la eliminacion de N al ambiente mediante las excretas. Sin embargo, si bien un
aumento de la PB entregada en la dieta puede permitir un mayor rendimiento en leche, con niveles
de proteina en leche variables, la EUN disminuira de manera esperable, siendo necesario lograr un

equilibrio que sea econdmicamente sostenible entre dichas variables.
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CAPITULO 4 - EFICIENCIA EN EL USO DEL NITROGENO DE LA
DIETA Y EMISION DE METANO EN VACAS HOLSTEIN EN
LACTANCIA ALIMENTADAS CON DIETAS CON DIFERENTES
NIVELES DE PROTEINA.

4.1. INTRODUCCION

Las emisiones de GEI de los sistemas lecheros incluyen CH4 y N2O provenientes de la
fermentacion entérica y de las excretas (Rotz, 2018). Por lo tanto, gran parte del impacto ambiental
de los tambos esta se relaciona con el manejo de la nutricion y de las heces y orina (Herrero et al.,
2006).

Historicamente, el objetivo de la nutricion de las vacas lecheras ha sido maximizar la
produccién de leche (Lapierre et al., 2005). Sin embargo, conociendo el impacto ambiental que
puede tener el N, y en base a los resultados observado en el capitulo anterior, fue necesario
comenzar a estudiar dietas con menor contenido de PB, que permitan reducir la cantidad de N
excretado (Lapierre et al., 2005; van der Stelt et al., 2008; Dijkstra et al., 2011; Lee et al., 2012;
Pfeffer et al., 2016) y lograr mejorar la EUN (Gregorini et al., 2016). Esta situacion generd que
dietas bajas en PB sean cada vez mas frecuentemente utilizadas en la nutricion de vacas lecheras
(Sutter et al., 2017). Por otra parte, la reduccion del contenido de PB en las dietas, sumado a la
optimizacion de la EUN, permitiria disminuir el costo de la alimentacion, redundando en un mejor
resultado econdémico para el productor y de una manera amigable con el ambiente (Lapierre et al.,
2005). Sin embargo, las opciones de mitigacién dirigidas a mejorar la EUN podrian resultar en un
aumento en la emision de CH4 (Dijkstra et al., 2011). Por lo tanto, existe la necesidad de explorar
estrategias nutricionales que permitan reducir la cantidad de N excretado por las vacas lecheras, y

que al mismo tiempo reduzcan las emisiones de CH4 (Dijkstra et al., 2011; Gerber et al., 2013).

El objetivo de este estudio fue evaluar la eficiencia de uso del nitrégeno de la dieta, la emision
de metano entérico, la produccion de leche y el resultado econémico en vacas Holando Argentino

lactando alimentadas con dietas con distinto contenido de proteina bruta.

4.2. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevo a cabo en el tambo experimental del departamento de Produccion Animal
de la Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela del INTA (31° 11°S, 61° 30°0) en Rafaela,
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desde el 15 de junio al 17 de septiembre de 2017 (Figura 4.1). El manejo de las vacas utilizadas
en este estudio fue realizado de acuerdo con las directrices del Comité de Bienestar Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad del Centro de la provincia de Buenos Aires

y aprobado bajo el Acta de Bienestar Animal ResCa 087/02.

4.2.1. Animales y disefo experimental

Doce vacas multiparas Holando Argentino (645 + 48 kg de PV; 2,80 £ 0,3 de CC) en lactancia
(70 £ 11 DEL), con una produccion de leche de 35 + 6 kg/dia al inicio del ensayo, fueron asignadas
aleatoriamente a 1 de 3 tratamientos de acuerdo a un disefio de cuadrado latino 3 x 3 (3
tratamientos y 3 periodos) con seis secuencias (ABC, ACB, BCA, BAC, CAB, CBA) y dos
réplicas. Las secuencias fueron utilizadas para evaluar la existencia de efectos residual debido a

los tratamientos aplicados.

Cada periodo tuvo una duracion de 29 dias, de los cuales 20 fueron de adaptacion de los
animales a sus tratamientos y los Gltimos 9 d de coleccion de datos y muestras. A lo largo del
ensayo, las vacas se mantuvieron en un corral seco con piso consolidado (dry-lot), de 48 m de
frente x 45 m de largo, dividido en 12 corrales individuales de igual superficie (180
m?/vaca). Durante el periodo experimental, las vacas tuvieron libre acceso a agua de bebida y
fueron ordefiadas dos veces por dia (2:00 am y 1:00 pm). Todas las vacas fueron equipadas con
transpondedores en el cuello (ALPRO version 6.60 / DeLaval, Tumba, Suecia) para registrar

individualmente la produccion diaria de leche.

4.2.2. Tratamientos experimentales y manejo de alimentacion

Los tratamientos utilizados consistieron en tres dietas, las cuales fueron formuladas para
contener 13 (BPB), 16 (MPB) o 19 (APB) % de PB. Los niveles de PB utilizados en las dietas
fueron seleccionados a partir de la informacion evaluada en los capitulos 2 y 3, siendo el
tratamiento APB cercano a los niveles utilizados a nivel nacional, el tratamiento MPB como el
valor recomendado a nivel internacional para dietas con alta EUN y baja excrecién de N, y el
tratamiento BPB como un valor bajo de PB. La composicion quimica de los principales

ingredientes utilizados en la formulacion de las dietas se presenta en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Composicion quimica y contenido de energia de los ingredientes utilizados en las dietas
experimentales (los datos son valores promedio y desvio estandar de 7 sub-muestras).
Fardo de Harina de soja  Grano de maiz

item Silaje de Maiz alfalfa alta proteina (molido)
Media DE Media DE Media DE Media DE
MS, % 27,2 3,8 87,2 4,7 919 0,7 88,0 0,7
PB, % de MS 9,5 0,4 19,7 1,7 46,8 2,6 9,4 0,6
FDN, % de MS 40,6 1,3 48,8 3,5 8,4 1,4 11,3 2,6
FDA, % de MS 24,3 2,2 33,5 4,5 4,1 0,6 3,8 0,9
LDA, % de MS 2,1 0,1 8,7 1,9 1,0 0,2 0,6 0,1
EE, % de MS 2,8 0,3 1,6 0,3 1,9 0,5 3,2 0,9
Cenizas, % de MS 53 0,6 10,9 1,7 7,2 0,3 2,2 0,8
CNF!, % 41,8 1,5 19,0 33 358 2,9 73,8 2,2
NDT? 68,8 0,5 52,5 31 81,0 0,5 85,1 2,4
EM,? 2,3 0,0 18 0,2 3,3 0,0 3,0 0,1
ENL,2 Mcal/kg 1,5 0,0 1,1 0,1 2,1 0,0 1,9 0,1
Degradabilidad de la PB®
a, % 47,3 39,2 25,8 18,5
b, % 28,5 43,8 67,6 74,5
¢, %/hora 6,3 11,3 8,4 4,1

Referencias: MS, materia seca, PB, proteina bruta, NIDA, nitrégeno unido a la fibra en detergente neutro,
FDN, fibra detergente neutra, FDA, fibra detergente acido, LDA, lignina detergente acido, EE, extracto
etéreo, CNF, carbohidratos no fibrosos, NDT, nutrientes digestibles totales, EM, energia metabolizable,
ENL., energia neta para lactacion, EB, energia bruta. * CNF = 100 — (PB % + FDN % + EE % +
cenizas %). 2 Estimado usando el modelo NRC (2001). *Evaluacién en Daisy 11 (0, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 24,
32y 48 hs).

Durante cada periodo experimental, los ingredientes de las dietas fueron pesados por separado
antes de ser ofrecidos como una racion totalmente mezclada (RTM) de forma individual a cada
animal, por mitades luego de cada ordefio, 3:30 a.m. y 2:30 p.m. Las RTM contenian, en base seca,
26,6 % de heno de alfalfa (HF), 30,8 % de silaje de maiz (SM), 41,01 % de una mezcla de
concentrado formulado principalmente a partir de grano de maiz molido (GM), harina de soja (HS)
de alta proteina y 1,59 % de sales vitaminicas y antidcidas. La PB en la dieta se redujo
reemplazando el GM por HS en el concentrado. La composicién quimica de las dietas
experimentales se presenta en la Tabla 4.2. La cantidad de alimento ofrecido a las vacas se ajusto

diariamente para permitir rechazos equivalentes al 5 a 10% del consumo e la RTM.
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Tabla 4.2. Ingredientes y composicion quimica de las dietas experimentales ofrecidas a vacas
lecheras Holando Argentino en lactancia.

Dietas!

item BPB MPB APB
Porcentaje en la dieta (% MS)

Silaje de maiz, % 30,8 30,8 30,8
Heno de alfalfa, % 26,6 26,6 26,6
Grano de maiz (molido), % 38,4 30,3 22,2
Harina de soja, % 2,6 10,7 18,8
Sales mix Mineral-vitaminico 1,3 1,3 1,3
Bicarbonato de sodio 0,3 0,3 0,3
Composicion quimica 2

MS, % 52,1 52,2 52,3
PB, % de MS 13,0 16,0 19,1
N, % de MS 2,1 2,6 3,1
FDN, % de MS 30,1 29,8 29,6
FDA, % de MS 18,0 18,0 18,0
LDA, % de MS 3,2 3,2 33
EE, % de MS 2,6 2,5 2,4
Cenizas % de MS 5,6 6,0 6,4
CNF,2 % de MS 47,2 44,1 41,0
NDT,* % de MS 70,0 69,6 69,3
EM,* Mcal/kg 2,4 2,5 2,5
ENL,* Mcal/kg 1,5 1,6 1,6
PDR,* % 8,0 10,0 12,0
PNDR,* % 5,0 6,0 7,0
PDR,* % de la PB 61,5 62,3 63,0
PNDR,* % de la PB 38,5 37,7 37,0

Referencias: MS, materia seca, PB, proteina bruta, NIDA, nitrégeno unido a la fibra en detergente neutro,
FDN, fibra detergente neutra, FDA, fibra detergente &cido, LDA, lignina detergente acido, EE, extracto
etéreo, CNF, carbohidratos no fibrosos, NDT, nutrientes digestibles totales, EM, energia metabolizable,
ENL, energia neta para lactacion, EB, energia bruta. La mezcla de minerales y vitaminas contenia (por kg
de MS): 16,0% Ca, 8,0% P, 4,5% Mg, 1,8% K, 1,0% S, 6,3% Na, 10% de Cl, 2,100 mg Fe. ! BPB: baja
proteina bruta; MPB: media proteina bruta, APB: alta proteina bruta. 2Estimada a partir de la composicion
quimica de los componentes. 3 CNF = 100 — (PB % + FDN % + EE % + cenizas %). ¢ Estimado
usando el modelo NRC (2001) con datos obtenidos por Daisy II.
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MESES Junio Julio Agosto Septiembre
FECHAS 15/6 5/7  6/7 15/7 17/7 6/8 7/8 16/8 18/8 719 8/8 17/9
PERIODOS ADAPTACION MEDICION ADAPTACION MEDICION ADAPTACION MEDICION

Pesaje animales

Muestreos de alimentos

Muestreo de leche

Evaluacién de eficiencia de
conversion de alimento

Coleccidn de excretas (heces y
orina)

CHg, (colocacidn cépsula)

CHa (medicion)

Muestreo de sangre

Figura 4.1: Calendario resumen de etapas y muestreo de ensayo con animales
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4.2.3. Mediciones, muestreo y analisis

Los ingredientes de las dietas fueron muestreados (aprox. 0,5 kg de muestra) semanalmente.
Las muestras se secaron a 60°C (horno de aire forzado) durante 48 hs, se molieron para pasar una
malla de molino Wiley de 2 mm (Arthur H. Thomas, Philadelphia, PA) y se enviaron al
Laboratorio de Forrajes de la Estacion Experimental de Rafaela (Rafaela, Santa Fe, Argentina)
para su analisis. Antes de cada periodo experimental, la formulacion de las dietas fue ajustada de
acuerdo a los resultados de los analisis de los ingredientes.

Durante los ultimos 9 dias de cada periodo experimental (dia 21-29) se llevo registro del CMS,
de forma individual, por diferencia entra la oferta y el rechazo. Los alimentos utilizados para
formular las RTM fueron muestreados de forma diaria y al final de la etapa experimental se realiz
un pool por alimento por periodo. El alimento rechazado se colect6 en su totalidad antes de cada
ordefio de la tarde, se peso, y se tomaron muestras de aproximadamente 500 g en base seca, que
fueron conservadas a -18°C hasta su posterior analisis. Las muestras de rechazo de alimento se
combinaron por periodo para cada vaca en base individual. Las muestras compuestas de cada
alimento por separado y de los rechazos por animal se secaron a 60°C en estufa de aire forzado
durante 48 hs y se molieron para luego ser analizadas. EI consumo de agua se registro diariamente
de forma inmediata antes de la entrega de la dieta luego del ordefio de la tarde mediante la
diferencia entre el agua suministrada y rechazada a lo largo del dia en bebederos individuales
previamente graduados.

La produccion de leche fue medida en forma individual y diaria por un sistema de medicién
de leche DeLaval ALPRO (DeLaval Internacional AB, Tumba, Suecia). Del dia 21 la 24 de cada
periodo experimental, se colectaron muestras de leche correspondientes a cada turno de ordefio
(mafanay tarde) utilizando medidores de leche (DeLaval Internacional AB, Tumba, Suecia), para
confeccionar una muestra unica individual (pool) por dia ponderada por la respectiva produccion
individual. Las mismas fueron recogidas en viales de 100 ml que contenian 2-bromo-2-
nitropropano-1-2-diol como conservante y enviadas al Laboratorio de Calidad de la Leche y
Agroindustria (Rafaela, Santa Fe, Argentina) para su analisis. Para la determinacion de NUL, 5

ml de muestras de leche de ambos ordefios se trataron con 5 ml de TCA 25% (peso/vol).

Del dia 21 a 24 se tomaron muestras puntuales de heces de cada vaca 4 veces al dia (grab
sampling) de aproximadamente 1000 g (fresco). Las heces fueron transferidas a bandejas de

aluminio y colocadas en estufa de aire forzado a 60 ° C durante 72 h, se molieron a través de un
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tamiz de 1 mm (molino Wiley), y se mezclaron por animal y dia hasta su posterior analisis. Durante
el mismo periodo se recogieron muestras puntuales de orina en recipientes de polietileno de 1 L
mediante estimulacion manual de la vulva después de cada ordefio. Inmediatamente después de la
recoleccion, las muestras de orina se diluyeron mezclando 15 ml de orina con 60 ml de H2SO4

0,072 N y se almacenaron a -20°C hasta su analisis.

Por ultimo, se tomaron muestras de sangre de la vena coccigea luego de cada ordefio (am y
pm) del dia 24. Las muestras se recogieron en viales preparados con litio-heparina y el plasma se
obtuvo por centrifugacion (2000 x g durante 15 minutos en 4°C) y se almacen6 en -24°C hasta el

anélisis.

La eficiencia de la conversion de MS de alimento (PL/CMS) se calcul6 para cada vaca durante
los ultimos 9 dias de cada periodo dividiendo la produccion promedio de leche por el CMS. De
manera similar, se calculd la EUN (asumiendo que no haya retencion o movilizacion del N
corporal) dividiendo la produccién media de N en leche (proteina verdadera de leche/6,38) por el
consumo de N. Para la evaluacién del cambio en el PV, los animales fueron pesados 2 dias
consecutivos al comienzo del ensayo y al final de cada periodo. Lo mismo fue realizado para el

cambio en la CC.

Todas las muestras de alimentos, rechazos y heces se analizaron para determinar el N total
(AOAC, 1998, método 976.05), MS analitica a 100°C durante 24 h, cenizas (AOAC, 1990, método
130.15 y 167.03), extracto etéreo (EE; AOAC, 1999, método 920.39), lignina (LDA; ANKOM,
2005), FDN y FDA secuencialmente utilizando segin Van Soest et al. (1991) y adaptado para
Ankom 200 Fiber Analyzer (Ankom Technology, Fairport, NY) basado en ISO 13906: 2008 y
FDA indigestible (FDA restante después de 12 dias de incubacion in situ (Huhtanen et al.,
1994). La FDA indigestible se utiliz6 como un marcador interno para estimar la digestibilidad
aparente de los nutrientes y el volumen fecal (Cochran et al., 1986). La MO se calcul6 como la
diferencia entre los contenidos de MS y de cenizas. Los CNF se calcularon de acuerdo con NRC
(2001) usando los valores de PB, FDN, EE y cenizas. La composicion quimica de las dietas se
calculo a partir de los analisis de laboratorio y de las proporciones de los distintos ingredientes en
la dieta. Ademas, se utiliz6 NRC (2001) para predecir caracteristicas de las dietas seleccionadas
(PDR, PNDR y celulosa). Para la prediccion de PDR y PNDR, se utilizaron los valores obtenidos

mediante Daisy I, para cada uno de los alimentos por separado.

En las muestras de leche se analizé grasa butirosa (GB), proteina bruta en leche (PBL) y
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verdadera (PV), lactosa y solidos no grasos (SNG) por analisis infrarrojo (Milko-Scan™ Minor,
FOSS Electric, Hilleroed, Denmark) de acuerdo con ISO 9622: IDF 141 (2013). NUL, caseina 'y
el recuento de células somaticas (RCS) fueron analizadas utilizando el método infrarrojo en un
analizador Dairy Spec 150 combi (Bentley Instruments, Chaska, MN). La estimacion del recuento
de microorganismos mesoéfilos aerobios viables (RBT) fue realizada utilizando el Bactoscan
(Bentley Instruments, Chaska, MN). El nitrégeno total (NT) y el nitrgeno no proteico (NNP) se
determinaron mediante Kjeldahl (Kjeltec Auto, FOSS Electric, Hilleroed, Denmark) de acuerdo
con ISO FDIS 8968-3 (IDF 20-3: 2004).

Las muestras de orina fueron descongeladas y analizadas para N total (AOAC, 1998;
método 976.05), urea (cinética UV) y creatinina (método colorimétrico Jaffé). El volumen diario
de orina y la excrecion de urea N y el N total se estimaron a partir de la concentracion urinaria de
creatinina, suponiendo unatasa de excrecion de creatininade 29 mg/kg de peso corporal
(Valadares et al., 1999). En el caso de las muestras de sangre, el suero se decantd e inmediatamente
se analiz6 glucosa (Enzymatic blood glucose, Wiener Laboratory, Rosario, Argentina) y urea

(Uremia, Wiener Laboratory, Rosario, Argentina).

4.2.4. Medicién de metano entérico

La emision de CH4 se midié utilizando la técnica de trazado con hexafluoruro de azufre (SFe;
Johnson et al.,1994). Diez dias antes del comienzo del ensayo, se coloco en el rumen de cada
animal una cépsula SF6 con una tasa de emision de SF6 conocida (Grupo de Fisico-quimica
Ambiental, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad del Centro de la Provincia de Buenos
Aires). En promedio, las tasas de permeacion fueron 4,90 + 1 mg SF6/dia. El sistema de muestreo
de gases expirados por el animal consistié en 2 recipientes colectores de acero inoxidable de 0,5
litros en vacio (recipiente), restrictores de flujo de entrada -calibrados para acumular 0,5 bar de
muestra de aire durante un periodo de 5 dias- y un tubo conector (Gere, 2012). El restrictor de
entrada estaba ubicado justo encima de las fosas nasales del animal y protegido contra el agua y el
polvo por medio de un filtro doble (Gere y Gratton, 2010). Dos tubos de recoleccién se colocaron
en la cabeza de cada animal por medio de arneses especialmente disefiados. Inmediatamente antes
del periodo de muestreo, cada tubo de recoleccion se evacud (< 0,5 mb) después de limpiar con
gas N2 de alta pureza (Dini et al., 2012). Muestras del gas exhalado/eructados se colectaron
continuamente durante cinco dias consecutivos en cada periodo de mediciones (dias 25 a 29).
Ademas, tubos idénticos a los utilizados con las vacas fueron distribuidos en los corrales para
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colectar muestras de aire del ambiente durante los cinco dias de cada periodo. Las muestras de gas
recolectadas se analizaron inmediatamente después del final de cada periodo experimental
mediante un cromatografo GC Agilent, 7890A. Las emisiones diarias de CH4 se calcularon a partir
de la tasa de emision de SFs de cada capsula intraruminal y de la relacion CH4/SFs de las
concentraciones en las muestras de aire, luego de descontar las concentraciones de gases en el
ambiente (Johnson et al., 1994).

4.2.5. Comparacion econdmica

En la Tabla 4.3 se presentan los precios medios para cada ingrediente abonados en el tambo
experimental durante el transcurso del ensayo (junio a septiembre de 2017). Estos precios se
utilizaron para calcular los costos de las 3 dietas, en délares estadounidenses (USD; USD/kg MS;
y de la racion diaria consumida (USD/dia)) con un délar promedio de 16,12 ARS. El ingreso sobre
el costo del alimento (ISCA) se calculd restando el costo de la dieta del ingreso bruto de la
produccidn de leche (Corea et al., 2017) utilizando el precio promedio de la leche recibido durante
el ensayo (0,343 USD/Kg).

Tabla 4.3. Precios medios para cada ingrediente utilizado en las dietas
experimentales (expresado en valor dolar estadounidense/kg MS).

Alimento USD/kg MS
Silaje de maiz 0,08
Heno de alfalfa 0,12
Grano de maiz 0,19
Harina de soja 0,32
Sales mix 0,50

Finalmente, se valoré econdémicamente para cada tratamiento, la externalidad negativa
relacionada a la excrecion de N al ambiente. Para esto, se realizaron dos evaluaciones. Por un lado,
se determiné el costo potencial de la lixiviacion de NO3z". La cantidad de N potencial que se
perderia de forma de NO3s™ se estimé a través del modelo propuesto por Beukes et al. (2012). Con
el objetivo de aplicarle un valor a la cantidad de N potencialmente lixiviado, se aplico el valor de
referencia nacional de urea (465 USD/tn; YPF abril 2019). Por otro lado, se estimé la pérdida de
N en forma de N0 a la atmdsfera a traves de la estimacion de la cantidad de COz equivalente (Tier
2; IPCC, 2006) y se lo multiplico por la cotizacion de la tonelada de CO- en el mercado de bonos
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de carbono. Se consideraron los precios de permisos de emisiones de CO2 emitidos por la Union
Europea (European Union Allowances - EUA), dado que es el mercado de mayor importancia en

este sector. Para realizar los calculos, se utilizé el precio al 23 de abril del 2019 (27,42 € = 30,98
uUsD).

4.2.6. Analisis estadistico

Durante el periodo 2, uno de los animales experimentales fue sacado del ensayo debido a

mastitis.

Los datos se analizaron usando PROC MIXED de SAS (SAS studio Institute, 2003, SAS Inst.
Inc., Cary, NC). Para el analisis estadistico se utilizaron los valores promedio de cada periodo. El
efecto del periodo de muestreo y la secuencia se analizaron para evaluar la existencia del efecto
residual (carry over), pero no fueron significativos para ninguna de las variables. Todos los datos,

fueron analizados de acuerdo al siguiente modelo:
Yij=u+rzi+pj+Td(i,j)+ Yd(i-1,]) + ¢lij,

donde Y ij denota la variable de respuesta para el sujeto j en el periodo i,

(1 €s una media general,

7 iy f ] denotan el efecto periodo y animal, respectivamente,

d (i, j) denota el efecto tratamiento para el sujeto j en el periodo i,

7'd (i, j) es el efecto del tratamiento (directo) para ese tratamiento,

Y'd (i- 1, j) es el efecto residual para el animal j del tratamiento al que fuera expuesto en el periodo

anterior.

Los residuos fueron probados para su distribucién normal por PROC UNIVARIATE y para
las tendencias por trazado contra los valores predichos. Los resultados se presentan como medias
con error estandar de diferencia y se realizaron contrastes lineales y cuadraticos de grado Unico de
libertad.

Las diferencias significativas se declararon a P < 0,05. Cuando el efecto principal del
tratamiento fue significativo, las diferencias entre medias se analizaron mediante una prueba t por
pares (opcién diff de PROC MIXED).
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Caracteristicas de las dietas

La composicion quimica de los ingredientes de la dieta se presenta en la Tabla 4.1 y la
composicion de las RTM en la Tabla 4.2. La variacion minima en el contenido de PB de todos los
ingredientes de la dieta hizo posible mantener concentraciones de PB constantes durante todo el
ensayo. Las concentraciones de PB de las RTM promediaron 13,0, 16,0 y 19,1% MS, y asi se
logr6, en promedio, la diferencia inicialmente prevista de 3 unidades porcentuales entre los
tratamientos. Los contenidos de FDN y FDA de las dietas fueron similares entre los tratamientos
y cumplieron con los recomendados por el NRC (2001).

Debido a que las dietas de los diferentes tratamientos se formularon reemplazando la harina
de soja con alto contenido de PB) por grano de maiz molido, la reduccién en el contenido de PB
entre tratamientos fue acompafiada por un leve aumento en el contenido de CNF, siendo para el
tratamiento con bajo contenido de PB dietario superiores a los recomendados por el NRC (2001)
(45% de la MS). Sin embargo, la variacion del contenido de EN. predicho fue minima, logrando
valores similares entre tratamientos. Ademas, en base al CMS obtenido en cada tratamiento, la
produccion de leche en base al contenido de ENL predicha por NRC (2001) fue de 37,2; 36,7 y
36,3 kg/d, y por PM fue de 43,2; 39,0 y 28,5 kg/d para las dietas con 19,0, 16,0 y 13,0% de PB,
respectivamente, lo que sugiere que la dieta de 13 %PB pudo haber limitado el aporte de proteina,
pero no el de energia.

4.3.2. Consumo y digestibilidad aparente.

No se observaron diferencias significativas en el CMS entre tratamientos (P = 0,45), el cual
en promedio fue de 23,8 + 0,11 kg MS/animal/dia. Lo mismo observaron Colmenero y Broderick
(2006) en vacas en lactancia temprana y media, Cunningham et al. (1996) y Leonardi et al. (2003),
quienes detectaron poco efecto del contenido de PB en la dieta sobre el CMS. Al mismo tiempo,
no se observaron diferencias en el consumo de MO (P = 0,07), FDN (P = 0,71) ni tampoco FDA
(P = 0,19). Sin embargo, si hubo diferencias con respecto a la excrecion de FDN y FDA (Tabla
4.4) entre los tratamientos extremos, siendo menor la excrecién para el menor nivel de PB,

generando diferencias significativas en el flujo de ambos y por lo tanto en la digestibilidad
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aparente. Con respecto a la digestibilidad de la MS (DMS), no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos (P = 0,43). Situacion similar observd Castillo et al. (2001) y
Wattiaux y Karg (2004), donde la DAMS fue alta y no se vio afectada por los tratamientos, cuando
la PB de la dieta aumentd. Groff y Wu (2005) tampoco observaron cambios consistentes en la
DMS segun el nivel de PB. Con respecto a la digestibilidad de la MO (DMO), tampoco se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos (P= 0,55) al igual que Cunningham et al.
(1996) e Ipharraguerre et al. (2005). Sin embargo, existié una tendencia hacia un mayor consumo
de MO a medida que disminuyd el nivel de PB de la dieta (P= 0,07), corroborado por la existencia

de una respuesta lineal en dicho componente (P= 0,03).

En el caso de la digestibilidad de la FDN (DFDN) y FDA (DFDA) existieron diferencias
significativas entre los tratamientos (P = 0,02 y P < 0,001 respectivamente), con una disminucion
lineal (P = 0,005y P < 0,001, respectivamente) en respuesta a un aumento en la PB en la dieta
(Tabla 4.5). Contrariamente, Cunningham et al. (1996) observaron aumentos lineales en el
consumo de FDN y FDA al aumentar el contenido de PB de la dieta de 14,4 a 16,4 y 18,4%, pero
sin efectos sobre la digestibilidad ruminal de la fibra o la MO. Christensen et al. (1993) no
detectaron mejoria en el consumo o la digestibilidad aparente de la MO, FDN y FDA al aumentar
el contenido de PB de la dieta de 16,4 al 19,6%. Groff y Wu (2005), en vacas alimentadas con dietas
con distintas proporciones de silaje de alfalfa o de maiz, observaron que la DFDA no se vio afectada
por el contenido de proteina en la dieta en raciones con 100% silaje de alfalfa como fuente de
forraje, pero se incrementd linealmente a medida que aumentd el contenido de PB en aquellos

tratamientos con 50% o mayor proporcién de silaje de maiz.

La digestibilidad de la PB (DPB) mostré una respuesta contraria a la fibra, observandose un
aumento lineal y cuadratico en respuesta a una mayor PB de la dieta (P < 0,001), al igual que lo
observado por Colmenero y Broderick (2006). Sin embargo, Groff y Wu (2005), en base a distintos
trabajos publicados, concluyen que el efecto del contenido de PB en la dieta sobre la DPB no es
consistente. En algunos casos la disminucion de PB en la dieta resulto en una menor DPB (Wright
etal., 1998; Kauffmany St-Pierre, 2001; Broderick, 2003; Wattiaux y Karg, 2004) y en otros casos

no se observaron cambios (Noftsger y St-Pierre, 2003).

4.3.3. Produccién y composicion de la leche.

Segun Broderick (2003), el aumento del consumo de N no siempre conduce a un mejor

desempefio de la lactancia, especialmente en los niveles mas altos de PB consumida. Cunningham
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et al. (1996) y Leonardi et al. (2003) no observaron ningln efecto del contenido de PB en la dieta
sobre la PL en vacas lecheras cuando la PB en la dieta aument6 de 16,5 a 18,5 % y de 16,1 a 18,9
%, respectivamente. Segun Lee et al. (2012), las dietas bajas en PB pueden estimular el reciclaje
de urea y proporcionar PDR adicional a los microorganismos del rumen cuando el suministro de
PDR en la dieta es bajo. Sin embargo, las dietas deficientes en PM y PDR, pueden resultar en una
disminucion de la PL (Cressman et al., 1980; Wu y Satter, 2000; Frank y Swensson, 2002; Cabrita
etal., 2011; Lee et al., 2011). No obstante, estos resultados no concuerdan con lo observado en el
ensayo en discusion, donde la produccion de leche (PL) aumentd linealmente (P < 0,001) al
aumentar el suministro de PB (Tabla 4.5), observandose un aumento de 2,26 kg/dia (7,5%) al
aumentar de 13 a 16% PB en la dieta, 2,52 kg/dia (7,8%) al aumentar de 16 al 19% PB y un total
de 4,78 kg/dia 'y 15,9 % al aumentar el contenido de PB de 13 a 19 %. La misma respuesta lineal
se obtuvo para el caso de la produccion de leche corregida por energia (LCE), por grasa (LCG) y
por grasa y proteina (LCGP) (P < 0,001). Estos resultados concuerdan con los de Barros et al.
(2017), quienes observaron un incremento de 9,7 % al aumentar el contenido de PB de 13,1 a
16,2%, e Ipharraguerre y Clark (2005), quienes informaron una disminucién de 9,0% en la PL de
cuando vacas de 15 a 112 DEL fueron alimentadas con una dieta de 14,8 % PB en comparacion
con una 18,5% PB. Los trabajos nombrados anteriormente y el de Colmenero y Broderick (2006)
son consistentes con el patrén mostrado en las bases de datos del NRC (2001) y las revisiones de
Huhtanen y Shingfield (2005) e Ipharraguerre y Clark (2005), que indican que la PL aumentd, pero
a una tasa decreciente, al aumentar el contenido de PB en la dieta, caso contrario a lo observado

en los resultados de este ensayo.

La produccion de leche por kg de MS consumida (PL/CMS) aument6 de forma lineal (P <
0,001) al aumentar el contenido de PB (Tabla 4.5). Una variacion en la CC podria indicar un
cambio de destino de los nutrientes. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en
dicha variable, al igual que diferencias en el PV. Dicho resultado concuerda con lo observado por
Broderick (2003), Colmenero y Broderick (2006) y Barros et al. (2017), quienes no encontraron
efectos de dietas con un amplio rango de concentraciones de PB, sobre el PV. Con respecto a la
calidad de la leche, los tratamientos no afectaron el porcentaje GB (3,76 £ 0,28), pero el porcentaje
de PBL (3,76 + 0,28) aument6 de forma lineal (P < 0,001) al incrementarse la PB de la dieta,
observandose diferencias significativas entre los tratamientos extremos (Tabla 4.5). Sin embargo,
la produccion (kg/dia) de GB y PBL fueron diferentes entre tratamientos (P < 0,001). Ello se debe
a la diferencia obtenida en PL, permitiendo un aumento en forma lineal (P<0,001) en respuesta a
un mayor contenido proteico de la dieta, similar a lo a lo observado por Acharya et al. (2015),
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quienes informaron un aumento en la produccién de leche y la produccion de GB cuando la PB en
la dieta aumentd de 14,3% a 16,3%, y para el caso de la PBL, el aumento se relacion6 no solo con
un aumento en la PL, sino también con un aumento en el contenido (%) de PBL. Cabrita et al.
(2011) también informaron una disminucion en el rendimiento de PBL con una PB en la dieta
decreciente (de 15,7 a 14,3% de la MS). Segun Barros et al. (2017), la diferencia entre los
tratamientos puede ser el resultado de diferentes mecanismos subyacentes que dependen de la
severidad de la reduccion en la PB de la dieta. Tanto Leonardi et al. (2003) como Niu et al. (2016)
no encontraron una reduccion significativa en el contenido de PBL de 3,25% a 3,18% y de 3,11%
a 3,10%, respectivamente, a medida que el nivel de PB de la dieta aumento (P =0,80). El contenido
de lactosa promedi6 4,85 + 0,16 % y tampoco se vio afectado por los tratamientos (P = 0,25). Sin
embargo, la produccion de lactosa disminuyo de forma lineal (P < 0,001) al disminuir la PB de la
dieta, debido a la menor PL. Con respecto a los SNG, el porcentaje (8,76 + 0,17 %) no varié entre
tratamientos (P = 0,24) y fue cercano a los valores (8,96 % promedio) reportados tanto en
Broderick (2003) como en Colmenero y Broderick (2006) y menores a los observados por Barros
et al. (2017).

4.3.4. Utilizacion y destino del nitrégeno consumido.

Los datos del balance de N corporal total se presentan en la Tabla 4.6. EI consumo de N total
(CN) aumentd linealmente con el incremento del contenido de PB en la dieta. Las vacas
alimentadas con el tratamiento MPB consumieron 112 g/dia (22,5 %) mas de N total que las BPB
y las APB 114 g/dia (18,7%) méas de N que las MPB y 226 g/dia (45,4 %) mas de N total que las
BPB.

La excrecidn de N en orina y heces en conjunto aumento6 de forma lineal (P <0,001) a medida
gue aument6 la PB de la dieta: 50,6% a 65,9% del CN en los tratamientos BPB y APB,
respectivamente. En vacas lecheras alimentadas con dietas con niveles de PB de 15,2 y 18,5 %,
Niu et al. (2016) reportaron magnitudes de excrecion similares. Kidane et al. (2016) observaron
un aumento del N excretado al incrementarse el contenido de PB de la dieta de 17,5 % a 13,0 %,
lo cual estd de acuerdo con otros informes como en el caso de Colmenero y Broderick, 2006;
Powell et al., 2008; Powell et al., 2010 y Rendon-Huerta et al., 2014. Castillo et al. (2001), de una
extensa revision de estudios publicados, informaron que, en promedio, el 72% del N consumido
por las vacas lecheras se excreta en heces y orina y que existe una relacién lineal entre el consumo

de N y N excretado en heces (NH) y orina (NOr).
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El volumen de orina, la excrecién de NOr y la excrecion de N ureico en orina (NUOr)
aumentaron significativamente en respuesta al contenido de PB en la dieta (P < 0,001). El volumen
de orina aumenté de 32,7 a 37,3 L/dia en respuesta a un mayor consumo de PB, al igual que lo
observado por Sannes et al. (2002). EI volumen de orina producido es un determinante principal
de la concentracién de N en la orina, tanto en situaciones de restriccion de agua como de aumento
del consumo de agua (Spek et al., 2013). En el presente estudio, el consumo de agua aumentd de
forma lineal (P=0,002) a medida que el CN aumenté (Tabla 4.6). Segun Dijkstra et al. (2013), las
concentraciones de N en orina, plasma y leche varian con el consumo de minerales y agua y segun
Van Vuuren y Smits, (1997), los animales alimentados con niveles altos de PB en la dieta,
consumen mas agua Yy, por lo tanto, excretan mas orina. Dicha respuesta estaria indicando una
necesidad de eliminar mayor volumen de orina para extraer el exceso de N consumido por las
vacas (Holter et al., 1982; Barros et al., 2017). A medida que se incrementd el CN, la cantidad de
N excretado en orina aumento en forma lineal (P < 0,001) y cuadratica (P = 0,005),
incrementandose en un 73,75 % (89 g/dia) para el caso e MPB en comparacion con BPB y en un
51,86 % (109 g/dia) para el caso de APM en comparacion con MPB, representando un aumento
del 163,97 % (198 g/dia) mas de N excretado en orina para APB con respecto a BPB. Lo mismo
fue observado para el caso de la proporcion de N consumido que fue excretado en la orina, la cual
aumentd en forma lineal (P < 0,001) a medida que el contenido de PB de la dieta aumentd y la cual

se vio casi duplicada en el caso de APB con respecto a BPB.

Los resultados del presente trabajo muestran que el N consumido por sobre el observado en
la dieta con 13% de PB, se excretd principalmente como urea en orina. La proporcion de NUOr
aumentd en forma lineal (P = 0,004) en funcién del mayor CN, pasando de 38,8 % en BPB a 52,30
% para el caso de APB. Barros et al. (2017) también observaron que el 55,4% del total de N en
orina fue excretado en forma de urea en dietas con 19,4% de PB. La urea contribuye a la
osmolaridad de la orina, que determina el volumen de orina (Appuhamy et al. 2014). Este hecho
es interesante debido a que el NUOTr es la principal fuente de emisiones de NHz y N>O de las
excretas en vacas lecheras (Powell et al., 2014). Cualquier intervencion que permita disminuir la
excrecion de N ureico en orina redundard en una disminucion del impacto ambiental de la

produccién.

A diferencia de Castillo et al. (2001), pero semejante a lo reportado por Hynes et al. (2016) y
Dickhoefer et al. (2018), en el presente estudio la excrecion de N en heces (NH; g/dia) mostro una

respuesta lineal (P < 0,001) y una tendencia a cuadratica (P= 0,07) al aumentar en funcion del
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aumento de la PB de la dieta. Sin embargo, expresada como porcentaje del N consumido la

excrecion de NH fue similar entre tratamientos.

Castillo et al. (2001) sugirieron que una reduccion en la PB de la dieta de 19,0 a 15,0% de la
MS reduciria la excrecion de NOr, sin alterar significativamente la produccion de leche. Sin
embargo, en este estudio, la PL y la produccion de PBL se vieron afectadas por los niveles de PB
de la dieta, observandose la misma tendencia lineal (P < 0,0001) en respuesta a la PB de la dieta
la secrecion de N en leche (Tabla 4.6). No obstante, expresada como porcentaje del N consumido,
esta tendencia se revirtio, al igual que lo ocurrido con el NH. Estos resultados si corresponden a lo
observado por Castillo et al. (2001), quienes concluyeron que por encima de los 400 g/dia de N
consumido, la proporcion de N excretado en la orina aumentd exponencialmente, mientras que la

eliminacidon proporcional de N en heces y leche disminuyé de manera lineal.

A medida que el CN aumentd, la eficiencia en el uso del N (EUN; g de leche N por g de N
consumido) disminuy6 linealmente (P < 0,001) del 29,4% al 24,5% (Tabla 4.6), para APB con
respecto a BPB, respectivamente. Estos resultados concuerdan con los de diferentes estudios que
reportaron menores EUN en vacas lecheras en lactancia en respuesta a mayores CN (e.g., Castillo
et al., 2000; Broderick, 2003; Dijkstra et al., 2013; Niu et al., 2016; Barros et al., 2017; Kidane et
al., 2018; Dickhoefer et al., 2018). El aumento de PB de 13,01 a 16,04% redujo la EUN en 2,8
unidades porcentuales. Dicha magnitud de cambio es similar a lo observado por Hristov et al. (2004)
y Colmenero y Broderick, (2006) y menor a lo observado por Kidane et al. (2018). Dado que, a
menor consumo de N, mayor es la eficiencia de su uso (Huhtanen y Hristov, 2009), manipular el
nivel de PB en la dieta permitiria mejorar la EUN y minimizar las pérdidas de N al ambiente
(Castillo et al., 2000; Sinclair et al., 2014).

En el presente estudio, los cambios en las concentraciones de urea en leche (NUL), indicador
ampliamente estudiado como una herramienta para estimarla EUN, reflejaron los cambios en el
CN (Tabla 4.6), observandose diferencias significativas entre los 3 tratamientos (P < 0,001) y un
aumento lineal (P < 0,001) a medida que la PB de la dieta aumento, con un aumento en promedio
de 1,37 + 0,11 mg/dL por unidad de PB agregada en la dieta. Este ultimo valor es cercano al

obtenido por Ipharraguerre y Clark (2005), Colmenero y Broderick (2006) y Barros et al. (2017).

Los cambios en los valores de NUL fueron los esperados y mostraron la misma tendencia que
los reportados por Spek et al (2013), Mutsvangwa et al. (2016), Corea et al. (2017), Barros et al
(2017) y Chen et al. (2018). En base a los valores actualmente recomendados de NUL por Chase
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(2007) y Spek et al. (2013), el tratamiento BPB estuvo en el rango de valores méas deseable (entre
9y 12 mg / dL), indicando un consumo de N de acuerdo a lo recomendado (Nousiainen et al.,
2004; Kohn, 2007; Spek et al., 2013), los tratamientos BPB y MPB estuvieron en el rango de
buena EUN, existiendo oportunidades para mejorarla. Aquellos valores por encima de los 12
mg/dL ya suelen indicar un nivel bajo de EUN y una alta excrecion de NUOr (Hutjens y Chase,
2012). En el caso del tratamiento APB, los valores observados fueron superiores a los 15 mg/dL
indicando un exceso de PB en la dieta. Al mismo tiempo, los valores de EUN de APB estuvieron
en el rango de valores de EUN baja (< 25 %), lo cual significa que se requiere realizar cambios en
la dieta para poder mejorar la EUN. Sin embargo, cabe aclarar que BPB estuvo cercano al valor a
partir del cual se considera una EUN muy buena (entre 30-35 %).

Los valores de NUL estuvieron correlacionados con los de NUS (r = 0,80), de acuerdo con
previos reportes (Wheadon et al., 2014; Cantalapiedra-Hijar et al., 2015). Las altas
concentraciones de NUS, producto final del metabolismo del N, son indicativos de un uso
ineficiente de la PB de la dieta por parte de las vacas lecheras (Broderick y Clayton, 1997;
Colmenero y Broderick, 2006). En el presente estudio, el NUS aumento de 13,4 a 38,3 mg / dL,
observandose una respuesta lineal (P < 0,001), una tendencia a una respuesta cuadratica (P = 0,06)
con contenido de PB de la dieta. Los valores de glucosa en sangre fueron cercanos a 60 mg/dL
(59,8 mg / dL promedio) y no se observaron diferencias significativas entre tratamientos.

4.3.5. Emision de metano entérico.

Manipular la composicion de nutrientes de las dietas para rumiantes es una de las opciones
para reducir las emisiones de CHa sin disminuir la produccion animal (Grainger y Beauchemin,
2011). Sin embargo, los resultados son a menudo complejos y variables. La emision de CH4 (Tabla
4.6), fue similar entre tratamientos (P = 0,92). Lo mismo ocurrié con la emision de CH4 en relacion
al CMS, al PV y a la intensidad de emision (g CHa4/ kg PL).

La emision de CHa promedio fue de 531 * 66 g CHuaslvaca/dia. Estos valores son
comparables a los reportados por Aguerre et al. (2011), Arndt et al. (2015), Edouard et al. (2016)
y Kidane et al. (2018), los cuales fueron 592, 467, 577, 474 gCH./dia respectivamente, pero
superiores a los publicados por y Hindrichsen et al. (2006), Odongo et al. (2007), Beauchemin et
al. (2009), Holtshausen et al. (2009) y Hassanat et al. (2013) y Niu et al (2016) (387, 444, 266,
452 y 415 gCHua/dia, respectivamente). La emision de CH4 promedio por kg de MS y PV fue de

22,3 £ 2,9 gCH4/kg MS consumida y 0,83 £ 0,11 g CHa/kg PV, y la intensidad de emision fue de
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16,5 £ 2,79 gCH4/kg de leche producida.

Bannink et al. (2010) reportaron que las emisiones de CHs entéricas observadas
disminuyeron con un aumento en la relacion N: MO en la dieta. Sin embargo, en la mayoria de los
trabajos publicados no se reportd la existencia de una relacion entre la cantidad de proteina total o
digestible consumida con las emisiones de CHa entérico (Podesta et al., 2013). Niu et al. (2016) y
Kidane et al. (2018) consideran que el contenido de PB en la dieta generalmente no se considera

como un factor de importancia con respecto a la emision de CHa,

Segun los resultados obtenidos en el ensayo en discusion, la emisién de CH4 entérico no se
vio afectada por la disminucion del contenido de PB en la dieta, al igual que la tasa de conversion
de CHa (Ym), es decir, la energia perdida como CHa expresada como fraccion de EB consumida (P
=0,401). El valor obtenido de dicha variable fue de 6,82 + 0,89, el cual se encuentra dentro de los
rangos determinados por el IPCC (2006) para vacas en lactancia (6,5 + 1,0 %). Sin embargo, se

debe tener en cuenta la existencia de una alta variabilidad observada entre animales.

4.3.6. Parametros econdmicos.

Con respecto a los indicadores econémicos, se observaron diferencias significativas en casi
todas las variables evaluadas (Tabla 4.7). Por un lado, el costo de la racién fue mayor a medida
que aumento el porcentaje de PB de la dieta (P < 0,001). Ello se debe a que el alimento proteico
utilizado fue el de mayor costo unitario de la racion. Dichos costos fueron menores a los observados
por Corea et al. (2017), donde representaron casi el doble por animal (6,11 USD/vaca). Esta
situacion permitié obtener una mayor tasa de ingreso sobre el costo de la racion a la obtenida en

dicho trabajo.

El aumento de la PB de la dieta y, por lo tanto, la obtencion de una mayor PL, permitié un
mayor ingreso por vaca (P < 0,001), un mayor rendimiento de leche libre de raciéon (P < 0,001) y
un mayor margen bruto (ISCA,; ingreso menos el costo de la alimentacion; P < 0,001). No obstante,
no se observaron diferencias significativas en el costo de la racion, al ser evaluado como porcentaje

de los ingresos (P = 0,13).

En este trabajo, con el aumento de la PB de la dieta, la excrecion de N total y N en forma de
urea aumento, generando mayor riesgo de lixiviacion de NO3z™ y de volatilizacion NH3 y de N20.

Por lo tanto, el costo potencial de la lixiviacion de NOszfuemayor a medida que aumentd el
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porcentaje de PB de la dieta (P < 0,001). El costo potencial por la cantidad de N>O que se emitiria
a la atmdsfera en forma de CO-eq, también difiri6 entre tratamientos (P < 0,001), observandose la

misma respuesta que para el caso del N lixiviado.

Si bien en la actualidad, la industria lechera de Argentina no esta obligada a pagar por sus
emisiones de GEI o por la contaminacién de fuentes de agua con NOsz', es posible que en un futuro
cercano existan impuestos sobre dichas variables. Por lo tanto, si bien hoy en dia el margen bruto
del productor lechero no es afectado por las externalidades negativas sobre el impacto ambiental,

dichas evaluaciones son necesarias para comenzar a tomar conciencia de las mismas.

4.4, CONCLUSIONES

El contenido de proteina en la dieta es el factor mas importante que determina la eficiencia en el
uso del N, y en consecuencia la excrecion de N al ambiente (Powell et al., 2011; Hristov y Giallongo,
2014). Si bien con consumos de materia seca y materia organica digestible similares, el aumento
del contenido de PB en la dieta resulto en un incremento en la produccion de leche y en el contenido
y excrecion de proteina en leche. Sin embargo, la eficiencia de uso del N de la dieta disminuyd
debido a que la excrecion de N al ambiente en excretas, sobre todo en orina, la cual se duplic6. Un
mayor consumo de N en la dieta, implicé una mayor pérdida de N en forma de urea a través de la
orina, lo que llevaria a un aumento de las emisiones de NHz y N2O.

Dicha pérdida en eficiencia tiene muchos alcances. Por un lado, la proteina de la dieta es un
recurso costoso, el cual, cuando es entregado en exceso, es desaprovechado. Por el otro lado, puede
tener un impacto ambiental no deseado, a través de las emisiones de N a la atmdsfera. Sin embargo,
con respecto a la emision de CHas entérico, el contenido de proteina en la dieta no afect6 a la emision
de dicho GEI por animal, como asi tampoco a la intensidad de emision de CHs. Estos resultados
demuestran que la optimizacion del contenido de PB debera ser un balance entre los impactos

econdémicos y ambientales en la produccion de leche.
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Tabla 4.4. Consumo, excrecion y digestibilidad aparente de los nutrientes en vacas que consumieron dietas con bajo, medio o alto nivel de proteina

bruta (valores medios (error estandar)).

item Dietas? Contrastes?

BPB MPB APB Trat P S L Q
Consumo, 3kg / dia
MS 23,88 (0,12) 23,73 (0,12) 23,69 (0,13) NS NS NS NS NS
MO 22,50 (0,11) 22,28 (0,11) 22,16 (0,12) + NS NS * NS
PB 3,11 (0,02) ® 3,81 (0,02)° 4,52 (0,02) ¢ falaied NS NS falaled NS
FDN 6,30 (0,03) 6,28 (0,04) 6,27 (0,04) NS NS NS NS NS
FDA 3,73 (0,03) 3,69 (0,03) 3,71 (0,04) NS NS NS NS NS
Excrecion, *kg/dia
MS 6,03 (0,07) 5,95 (0,08) 6,07 (0,08) NS NS NS NS NS
MO 5,15 (0,07) 5, 00 (0,07) 4,99 (0,07) NS NS NS NS NS
PB 0,82 (0,01) ® 0,89 (0,01) ® 0,98 (0,01) ¢ falaied NS NS faleied NS
FDN 2,72 (0,05) ® 2,83 (0,06) 2,95 (0,06) ® * NS NS *k NS
FDA 1,57 (0,02) 2 1,69 (0,02) 1,69 (0,02) ® *k NS NS il NS
Digestibilidad aparente del tracto total, > %
MS 74,74 (0,29) 74,93 (0,31) 74,41 (0,31) NS NS NS NS NS
MO 77,10 (0,30) 77,55 (0,32) 77,48 (0,32) NS NS NS NS NS
PB 73,56 (0,23) 2 76,82 (0,24) ® 78,14 (0,24) © falaied NS NS falaied falaied
FDN 57,04 (0,82) © 55,18 (0,84) ® 53,56 (0,86) ? * NS NS *x NS
FDA 59,99 (1,67) ° 55,69 (1,68) ? 53,56 (1,68) ? falaied NS NS falaied NS

abc

Referencias: MS, materia seca, MO, materia orgénica, PB, proteina bruta, FDA, fibra detergente &cido, FDN, fibra detergente neutro. Letras diferentes en igual
fila indican diferencias significativas entre medias. * P< 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.! BPB: baja proteina bruta; MPB: media proteina bruta, APB: alta proteina

bruta.” Contrastes: Trat (tratamiento); P (periodo); S (secuencia); L (respuesta lineal); Q (respuesta cuadratica).® Oferta descontando el rechazo.” Excrecion fecal
estimada utilizando FDA indigestible como un marcador interno. °Digestibilidades aparentes estimadas a partir de muestras fecales puntuales, usando FDA
indigestibles como un marcador interno.

119



Tabla 4.5. Consumo de materia seca, produccion de leche y composicion de la leche en vacas que consumieron dietas con bajo, medio o alto nivel de

proteina bruta (valores medios (error estandar))

item Dietas! Contrastes?

BPB MPB APB Trat P S L Q
PV, kg 647,8 (10,3)  645,3(10,3) 648,0 (10,3) NS NS NS NS NS
cC 2,83 (0,08) 2,85 (0,08) 2,88 (0,08) NS NS NS NS NS
CMS , kg/d 23,88 (0,12) 23,73 (0,12) 23,69 (0,13) NS NS NS NS NS
Produccién de leche, kg/d 30,14 (0,60)® 32,40 (0,60)® 34,92 (0,61) ¢ falele NS NS falele NS
PL/CMS, kg/kg 1,26 (0,02)2 1,37 (0,02) © 1,47 (0,02) falele NS NS falaial NS
LCE? 30,72 (0,78)* 33,53 (0,79)® 36,41 (0,79) € falele NS NS falaial NS
LCG 3,5% * 31,48 (0,80)® 33,92(0,81)® 36,58 (0,81) ¢ Fkd NS NS Fkk NS
LCGP?® 28,59 (0,71)® 30,76(0,71)®  33,44(0,71) ¢ falele NS NS falaial NS
Grasa en leche(GB)
% 3,77 (0,11) 3,79 (0,11) 3,79 (0,11) NS NS NS NS NS
kg / dia 1,13 (0,04)* 1,23 (0,04)° 1,32 (0,04) ° Fkd NS NS Fkk NS
Proteina en leche (PBL)
% 3,11(0,03) 3,18 (0,03)%®  3,23(0,03)" * NS NS * NS
kg / dia 0,93(0,02)2  1,03(0,02)° 1,13 (0,02) falele NS NS falaal NS
Proteina verdadera en leche
% 2,95(0,03)2  3,02(0,03)% 3,07 (0,03)" * NS NS * NS
kg / dia 0,89 (0,02)2 0,98 (0,02) ® 1,07 (0,02) falele NS NS Fkk NS
Lactosa
% 4,81 (0,06) 4,86 (0,06) 4,85 (0,07) NS NS NS NS NS
kg / dia 1,46 (0,05)% 1,57 (0,05)° 1,70 (0,05)¢ falele NS NS Fkk NS
SNG
% 8,72 (0,06) 8,72 (0,06) 8,83 (0,06) NS NS NS NS NS
kg / dia 2,64 (0,072  2,82(0,07)° 3,07 (0,07) ¢ falele NS NS Fkk NS
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Referencias: ** Letras diferentes en igual fila indican diferencias significativas entre medias. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.! BPB: baja proteina bruta;

MPB: media proteina bruta, APB: alta proteina bruta. ? Contrastes: Trat (tratamiento); P (periodo); S (secuencia); L (respuesta lineal); Q (respuesta cuadréatica).
*LCE: calculado como salida de ENL de la leche (Mcal /dia) /0,7 Mcal de ENL / kg de leche, donde la salida de EN. de leche = produccion de leche, kg / d x (0,0929

x% de grasa de la leche + 0,0563 x% de proteina de la leche + 0,0395 x% de lactosa de la leche) (Tyrrell y Reid, 1965).4 LCG 3,5%: leche corregida en grasa 3,5%
= 0,4324 (kg de leche) + 16,216 (kg de grasa). °LCGP: leche corregida en grasa y proteina = produccion de leche (kg / dia) x [0,1226 x % de grasa + 0,0776 x
proteina verdadera% + 0,2534] (Clark et al., 2001).

Tabla 4.6. Consumo y particion del N y emision de metano entérico en vacas que consumieron dietas con bajo, medio o alto nivel de proteina bruta

(valores medios (error estandar)).

item Dietas! Contrastes?

BPB MPB APB Trat P S L Q
CMS 23,88 (0,12) 23,73 (0,12) 23,69 (0,13) NS NS NS NS NS
Consumo de N, g N/dia 497,5(2,96)% 609,5(2,99)° 723,2(3,18)° falaied NS NS *** NS
Consumo de agua de bebida, kg / d 101,2 (1,95)% 104,4 (2,000 113,4(2,06)" *k NS NS ** NS
Balance de agua, kg / d 22,09(1,82) 22,36 (1,84) 23,35 (1,90) NS NS NS NS NS
Excrecion 1,26 (0,02)2 1,37 (0,02) © 1,47 (0,02) Fkk NS NS ***x NS
Vol. de heces, kg MS/dia 6,03 (0,07) 5,95 (0,08) 6,07 (0,08) NS NS NS NS NS
MS Heces,% 16,65 (0,25)® 15,34 (0,25)% 14,81 (0,25) ® falaied NS NS *** NS
Vol. de orina, kg/dia 33,37 (0,46)® 35,89(0,48)® 38,17 (0,48) ¢ Fkk NS NS *** NS
N excretado g/dia
Leche 3 146, 4 (2,81)* 162,2(2,86)" 176,9(2,88)° ok NS NS *x NS
Heces * 131,2(1,48)® 1415(1,53)° 157,5(1,55)¢ ok NS NS *x NG
Orina ® 120,4 (2,82)2 209,2(2,90)° 317,7(2,94)°¢ ok NS NS *hk ok
Pérdidas N total (heces + orina) 251,4 (2,92)® 350,8 (3,01)®  475,4(3,00) ¢ falaied NS NS Fhx L kkk
Balance de N © 100,4 (3,25)® 95,72 (3,37)® 71,28 (3,43) ® falaied NS NS Fhk K
N en la orina, g/L 3,75(0,10)% 5,94 (0,10)° 8,54 (0,10) ¢ il NS NS *** NS
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N ureico en orina N, g/L 1,60 (0,14)* 2,66 (0,15) ° 4,59 (0,15) ¢ il NS NS *** NS
N ureico: N total de orina,% 38,79 (2,88)2 45,41 (2,88)% 52,30 (3,13)° * NS NS *x NS
Excrecion de N,% N consumido

Leche 29,45 (0,38) ¢ 26,66 (0,38)° 24,48 (0,39)? falaie NS NS *** NS
Orina 24,18 (0,45)% 34,31 (0,46)° 43,98 (0,47) ¢ il NS NS *** NS
Heces 26,45 (0,22) ¢ 23,21 (0,23)®  21,85(0,22) 2 falale NS NS Fhk Xk
Pérdidas N total 50,62 (0,44)% 57,56 (0,45)° 65,87 (0,45)° ol NS NS *** NS
Excrecidén N / urinario N g/kg 0,92 (0,03)2  1,48(0,03)° 2,02 (0,03) ¢ ikl NS NS *** NS
Indicadores

EUN’ 29,45 (0,38) ¢ 26,66 (0,38)°  24,48(0,39) ? falale NS NS *** NS
NUL, mg / dL® 9,83(0,51)® 14,30(0,52)® 18,07 (0,52) ¢ falale NS NS *** NS
NUS, mg / dL® 13,38 (0,61)* 24,25(0,61)® 38,31 (0,61)°¢ ol NS NS *** NS
Glucosa, mg / dL 59,69 (0,69) 59,07 (0,70) 60,53 (0,71) NS NS NS NS NS
Emision de metano

CHjs, g/dia 535,0 (45,83) 550,6 (54,18) 512,1(51,83) NS NS NS NS NS
CH4/CMS, g/kg 22,48 (2,02) 23,12 (2,39) 21,56 (2,29) NS NS NS NS NS
CH4/PV, g/kg 0,84 (0,07) 0,88 (0,08) 0,78 (0,08) NS NS NS NS NS
CHa/PL, g/kg 17,85 (1,77) 17,18 (1,86) 14,79 (1,57) NS NS NS NS NS
Ym 6,85 (0,62) 7,06 (0,73) 6,60 (0,70) NS NS NS NS NS

Referencias: * Letras diferentes en igual fila indican diferencias significativas entre medias. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.! BPB: baja proteina bruta;

MPB: media proteina bruta, APB: alta proteina bruta.” Contrastes: Trat (tratamiento); P (periodo); S (secuencia); L (respuesta lineal); Q (respuesta cuadrética).
SCalculado como Proteina de la leche (g / dia) /6,38. * La excrecion fecal estimada utilizando FDA indigestible como un marcador interno. ° La excrecién urinaria
se estimd utilizando la creatinina como marcador de volumen. ® Balance N = N consumido — N fecal — N urinario + N leche y suponiendo que no hay deposicion

neta o movilizacién del tejido N." EUN (%) = N secretado en la leche (g) / N consumido (g).8 NUL: N ureico en leche. °NUS: N ureico en sangre.
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Tabla 4.7. Variables econémicas en vacas alimentadas con bajo, medio o alto nivel de proteina bruta (valores medios (error estandar)).

item Dietas! Contrastes?

BPB MPB APB Trat P S L Q
Ingresos, U$S/vaca/dia 10,34 (0,21)* 11,11 (0,21)® 11,98 (0,21) © *** NS NS  *** NS
Costo de la racion, U$S/vaca/dia 3,49 (0,02) # 3,72 (0,02)® 3,97 (0,02) *¥** NS NS *** NS
Costo de la racién, U$S/kg leche 0,12 (0,00) 0,11 (0,00) 0,11 (0,00) NS NS NS + NS
Costo de la racion,% de los ingresos 33,92 (0,54) 33,40 (0,54) 33,27 (0,54) NS NS NS + NS
Ingreso sobre alimentacion (ISCA), U$S/dia 6,84 (0,19) ® 7,41(0,19)® 8,00 (0,19) ¢ *** NS NS *** NS
Rendimiento de leche libre de racion, kg/vaca/dia 19,96 (0,55)2 21,61 (0,55)° 23,34 (0,55) © *** NS NS *** NS
Costo por emisiones de N20, USD/vaca/dia 0,09 (0,001) 0,12 (0,001)® 0,16 (0,001)¢ ¥k NS NS FFx kxk
Costo por riesgo de lixiviacion, USD/vaca/dia 0,06 (0,001)* 0,08 (0,001)° 0,11 (0,001)¢ ¥ % NS NS FEx kEx
Margen bruto con externalidades 6,69 (0,19) ® 7,21(0,19)® 7,73(0,19) ¢ ¥k NS NS FFx kxk
N20, g/vaca/dia 2,82 (0,05) @ 3,72 (0,05)® 5,21 (0,05) © *kk NS NS FRx Ak
N lix, g/vaca/dia 61,37 (1,02)* 79,59 (1,06)® 109,43 (1,08) ¢ ¥Rk NS NS FRx Ak

Referencias: **° Letras diferentes en igual fila indican diferencias significativas entre medias. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.! BPB: baja proteina bruta;

MPB: media proteina bruta, APB: alta proteina bruta. ? Contrastes: Trat (tratamiento); P (periodo); S (secuencia); L (respuesta lineal); Q (respuesta cuadratica).
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CAPITULO 5 - EFECTO DEL NIVEL DE PROTEINA EN LA DIETA
SOBRE LA FERMENTACION RUMINAL EN UN SISTEMA DE
DOBLE FLUJO CONTINUO

5.1. INTRODUCCION

En lecheria, el manejo de la nutricion es una herramienta clave para reducir la contaminacion
ambiental, y junto a ello una mejor comprension del comportamiento ruminal. Como ya se planteo
en el capitulo 2, el contenido de PB en la dieta es uno de los factores mas importantes en determinar
la tasa de reciclaje de urea hacia el tracto digestivo y su utilizacion por los microorganismos en el
rumen (Reynolds y Kristensen, 2008), y esto permitiria mantener los niveles de produccion,
minimizando el consumo de PB y la eliminacion de N via heces y orina (Lee et al., 2011). Otro
aspecto importante en relacion al impacto ambiental es la emision de metano entérico. La
investigacion sobre los metandgenos en el rumen ha atraido gran interés en la Gltima década,
debido al impacto del CH4 emitido por la ganaderia. La mayor parte del CH4 entérico producido
por los rumiantes tiene su origen en el rumen (Murray et al., 1976; Martin et al., 2010). La
digestion ruminal de los alimentos por los microorganismos da lugar a la produccion de AGV,
utilizados por el animal como fuente de energia, y la produccién de CO2 y CHas eliminados por el
proceso de eructacion (Martin et al., 2010). En la actualidad, el desafio es reducir las emisiones de
CHgs entérico de los rumiantes sin alterar la produccion animal (Martin et al., 2010; Histrov et al.,
2013; Knapp et al., 2014). En este contexto, es de interés conocer el efecto que distintos niveles
de PB en la dieta pueden tener sobre la produccion de CH4 entérico. Este efecto no es claro y

merece ser estudiado (Cardenas et al., 2007; Dijkstra et al., 2011).

Los sistemas de fermentacion de doble flujo continuo se han utilizado con éxito para la
evaluacion rapida de la respuesta ruminal a diferentes escenarios de alimentacion hipotéticos (de
Veth y Kolver, 2001; Bargo et al., 2003; Wales et al., 2004). Debido a la complejidad de la
metodologia para evaluar las emisiones de CHs entérico a campo, la posibilidad de obtener

resultados a través de métodos in vitro es una alternativa interesante.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de distintos niveles de PB en la dieta,
utilizadas en ganado lechero, sobre la fermentacion ruminal, la produccion de CHa, el metabolismo
del N, la eficiencia de sintesis de masa microbiana y la poblacion microbiana, en un sistema in

vitro de doble flujo continuo.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Fermentadores del Departamento de Produccion
Animal de la Unidad Integrada Balcarce (Estacion Experimental Agropecuaria Balcarce, INTA—
Facultad de Ciencias Agrarias, UNMdP), Balcarce, provincia de Buenos Aires, desde el 21 de
febrero al 26 de marzo de 2018.

El uso de animales en este estudio fue realizado bajo la aprobacion del comité de Bienestar
Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad del Centro de la Provincia de
Buenos Aires (Acta de Bienestar Animal ResCa 087/02).

5.2.1. Disefio experimental y dietas.

Se utilizaron tres fermentadores (Miniford, Infords, Bottminger, Switzerland; Figura 5.1)
adaptados para que funcionen como un sistema de doble flujo continuo. Los mismos se encuentran
disefiados para simular la digestion ruminal y el flujo de sélidos y liquidos que salen del rumen
hacia el intestino delgado (Figura 5.1).

Se compararon las tres dietas a base de heno de alfalfa, silaje de maiz y concentrado (a base de
grano de maiz y harina de soja) con diferente contenido de PB utilizadas en el ensayo in vivo
presentado en el capitulo 4. El disefio utilzado fue un cuadrado latino de 3 x 3 (3 dietas, 3
fermentadores y tres periodos experimentales). Las distintas dietas se prepararon con los mismos
alimentos a las utilizadas en el experimento realizado con las vacas lecheras (Capitulo 4). Los
contenidos de PB utilizados en este estudio fueron 13,0 %, 16,1 %y 19,2 % (Tablas 5.1 y 5.2).

Previo a la preparacién de las dietas, los distintos componentes de las mismas, muestreados
durante el ensayo a campo del capitulo 4 — heno de alfalfa, silaje de maiz, harina de soja, grano de
maiz y las sales — fueron secados en estufa con circulacion de aire forzado (60 ° C durante 48
horas). Los alimentos fueron molidos con tamiz de 2 mmy las raciones se elaboraron en base seca.
Cada periodo experimental consistié de 7 dias hasta alcanzar las condiciones de equilibrio del

sistema y 3 dias (72 horas) de mediciones.
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Figura 5.1: Componentes de los fermentadores de doble flujo continuo utilizados

en el experimento.
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Tabla 5.1: Composicion quimica de los ingredientes utilizados en las dietas experimentales. Los
valores de degradabilidad de la fraccion de proteina bruta fueron evaluados mediante Daisy II.

item Silaje, de Heno de Harir_1a de Qrano d_e
Maiz alfalfa soja maiz (molido)
MS, % 27,1 87,3 91,8 88,0
PB, % de MS 9,4 20,1 47,3 9,3
FDN, % de MS 39,6 47,9 9,6 12,5
FDA, % de MS 24,2 33,2 49 3,6
NIDA, % de N 7,0 6,9 14 7,327
LDA, % de MS 2,2 8,6 1,0 0,6
EE, % de MS 2,9 1,6 19 3,1
Cenizas, % de MS 5,6 10,0 7,6 2,5
CNF!, % 42,5 20,5 33,7 72,6
EM,> 2,3 1,8 33 3,0
ENL,? Mcal/kg 1,5 1,1 2,1 1,9
Degradabilidad ruminal de la PB®
a, % 47,3 39,2 25,8 18,5
b, % 28,5 43,8 67,6 74,5
c, %/hora 6,3 11,3 8,4 4,1

MS, materia seca, PB, proteina bruta, NIDA, nitrégeno insoluble en detergente acido, FDA, fibra detergente
acido, FDN, fibra detergente neutro, LDA, lignina detergente &acido, EE, extracto etéreo, CNF,
carbohidratos no fibrosos, NDT, nutrientes digestibles totales, ED, energia digestible, EM, energia
metabolizable, EN., energia neta para lactacién, EB, energia bruta. La mezcla de minerales y vitaminas
contenia (por kg de MS): 16.0% Ca, 8.0% P, 4.5% Mg, 1.8% K, 1.0% S, 6.3% Na, 10% de CI, 2.100 mg
Fe.! CNF =100 — (PB % + FDN % + EE % + cenizas %). 2 Estimada usando el modelo NRC (2001).
$Evaluacion en Daisy 11 (0, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 24, 32 y 48 hs).

Tabla 5.2: Ingredientes y composicion quimica de las dietas experimentales utilizadas en los
fermentadores de doble flujo continuo.

Dietas!

ftem BPB RPB APB
Porcentaje en la dieta, % de MS dieta

Silaje de maiz, % 30,80 30,80 30,80
Heno de alfalfa, % 26,60 26,60 26,60
Grano de maiz (molido), % 38,43 30,30 22,20
Harina de soja, % 2,58 10,70 18,80
Sales mix Mineral-vitaminico? 1,29 1,29 1,29
Bicarbonato de sodio 0,30 0,30 0,30
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Composicion quimica de las dietas a partir del analisis quimico de los componentes

MS, % 52,0 52,1 52,2
PB, % de MS 13,0 16,1 19,2
N, % de MS 2,1 2,6 3,1
FDN, % de MS 30,0 29,8 29,5
FDA, % de MS 17,8 17,9 18,0
NIDA, % de N 6,8 6,3 5,9
LDA, % de MS 3,2 3,2 3,3
EE, % de MS 2,6 2,5 2,4
Cenizas, % de MS 55 5,9 6,3
MO, % de MS 94,5 94,1 93,7
CNF,2 % de MS 47,3 44,2 41,0
EM,? Mcal/kg 2,4 2,5 2,5
ENL,® Mcal/kg 1,54 1,6 1,6
PDR, % 8,0 10,0 12,0
PNDR, % 5,0 6,0 7,0
PDR,? % de la PB 61,5 62,6 63,3
PNDR,* % de la PB 38,5 37,4 36,7

MS, materia seca, PB, proteina bruta, NIDA, nitrégeno unido a la fibra en detergente neutro, FDA, fibra
detergente acido, FDN, fibra detergente neutra, LDA, lignina detergente acido, EE, extracto etéreo, CNF,
carbohidratos no fibrosos, NDT, nutrientes digestibles totales, ED, energia digestible, EM, energia
metabolizable, EN, energia neta para lactacion, EB, energia bruta. La mezcla de minerales y vitaminas
contenia (por kg de MS): 16.0% Ca, 8.0% P, 4.5% Mg, 1.8% K, 1.0% S, 6.3% Na, 10% de Cl, 2.100 mg
Fe.! BPB: baja proteina bruta; MPB: media proteina bruta, APB: alta proteina bruta.> CNF = 100 — (PB
% + FDN % + EE % + cenizas %). * Estimado usando el modelo NRC (2001) con datos obtenidos por
Daisy II.

5.2.2. Condiciones de los fermentadores.

Se utilizaron 3 fermentadores de 1550 ml £ 32 ml de doble flujo continuo. Como donante de
fluido ruminal se utiliz6 un novillo Hereford canulado (PV 480 * 14,1 kg) alimentado, desde 21
dias antes al momento de colecta, con una dieta 58% de forraje (rollo pastura de buena calidad;
17,5% PB) y 42% de concentrado (16% PB), al 2,5% PV dos veces al dia.

El fluido ruminal se colecté manualmente desde las areas ventral, central y dorsal del rumen a
las 7:30 hs, aproximadamente 3 h después de la alimentacion matinal. En cada periodo se
recogieron aproximadamente 8 litros de contenido ruminal. Dentro de los 15 minutos de la

recoleccion, el contenido ruminal se filtro a traves de 4 capas de tela de queseria y se mantuvo a
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39° C dentro de un termo de 10 litros calefaccionado previamente a dicha temperatura. Luego se
homogeneizo y se vertié en cada fermentador la cantidad necesaria hasta rebalsar la salida del
efluente. El contenido de los fermentadores se agité continuamente a una velocidad de 155 rpm, y
la temperatura se mantuvo a 39°C a lo largo de cada periodo. Una vez que los fermentadores se
completaron con el liquido ruminal, se comenzé a agregar la dieta indicada para cada fermentador

segun el tratamiento correspondiente.

Los fermentadores se alimentaron con un total de 90 g MS / d dividido en dos porciones iguales
a las 08:00 y 20:00 hs, a través del orificio correspondiente para el alimento (Figura 5.1). Para
evitar pérdidas de racion a través de la salida de efluente de rebalse al momento de la alimentacion,
los fermentadores contaban con paletas de acero sobre el interior del vaso de vidrio. El tiempo
medio de retencion fue de 20 h, la tasa de pasaje de los sélidos fue 5 %/hora y la tasa de dilucién
de la fase liquida de 10 %/hora, regulado mediante la infusion de saliva artificial (Tabla 5.3) y la
eliminacion del filtrado (Bargo et al., 2003). La infusion de saliva artificial (2,5 ml/min) fue
continua dentro de los fermentadores (Weller y Pilgrim, 1974) y la misma contenia 0,4 g/L de urea

simulando el reciclado de N.

Tabla 5.3: Composicion mineral de la saliva artificial utilizada
en los fermentadores de doble flujo continuo.

Componente Cantidad
Na2HPO4 1,76 ¢
NaHCO3 5,009
KCI 0,60 g
MgS0O4,7H20 0,12 g
KHCO3 1,60 g
NH2CONH2 0,40 g
Agua destilada 1,00 L

Para mantener las condiciones anaerdbicas en los fermentadores se infundié CO; a flujo de 20
ml/min a lo largo del ensayo. El pH de los fermentadores se dejo fluctuar libremente dentro del
rango 5 a 6,8. El control se realizd con el programa IRIS NT (Infords A.G., Bottemingen,
Switzerland), mediante el cual, al pasar cualquiera de los limites, se infundia automaticamente una

solucion acida (HCI 3N) o base (NaOH 5N) para mantener el rango establecido.
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5.2.3. Mediciones, muestreo y analisis.

El pH fue registrado a lo largo cada periodo en forma continua cada 10 minutos a través de un
sensor de pH digital (HA405-DPA, Mettler Toledo, Schwezenbach, Switzerland) fijo que posee
cada fermentador (Figura 5.3). Los datos se almacenaron utilizando el programa IRIS NT (Infords
A.G., Bottemingen, Switzerland). Para el analisis estadistico se consideraron los valores del pH

cada diez minutos durante los tres dias de mediciones.

MESES Febrero Marzo Marzo Marzo
FECHAS 21 28 1 3 5 12 13 15 |16 23 124 26
PERIODO [ I 11

ADAPTACION|MEDICION |[ADAPTACION IMEDICION|ADAPTACION |MEDICION

pH

Muestreos de
efluentes

Muestreo de
filtrado
(AGV)

Muestreo de
filtrado (N-
NHs)

Coleccion de
gas CH4

Muestreo
contenido
ruminal

Muestreo
ADN Yy PCR

Figura 5. 2: Calendario resumen de etapas y muestreo de ensayo con fermentadores

Los efluentes (rebalse y filtrado) se recolectaron en recipientes de plastico de 4 L. Durante los
primeros 7 dias, el peso de los efluentes se registré diariamente a las 07:50 hs de cada dia, se
pesaron los recipientes y se descartaron los contenidos. Durante las ultimas 72 horas de cada
periodo, un bafio de agua mantuvo los recipientes de recoleccion de efluente (sumergidas
aproximadamente un tercio en el bafio de agua) a 4°C, y se agregaron 20 mL de acido sulfurico al
50% a cada recipiente de forma diaria (después de vaciarlo) para inhibir la fermentacion

microbiana.

En los dias 8 a 10, las muestras de efluentes solidos y liquidos se recogieron a las 07:50 hs, se

mezclaron y homogeneizaron con un mezclador durante 30 segundos a la velocidad mas baja
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posible, y se tomo y almaceno una submuestra de 600 ml a 4°C. Una muestra adicional de efluente
de 50 ml fue filtrada a través de 8 capas de tela de queseria, y una alicuota de 15 ml de liquido fue
preservada para determinar N-NH3 (4 ml de licor ruminal + 4 ml de HCI 0,2 M), y AGV (9,9 ml
de licor ruminal + 0,1 ml de H>SO4). Todas las muestras se almacenaron a -18° C hasta su analisis.
El contenido de MS de los efluentes se determind sobre una muestra compuesta de alicuotas de
100 ml de efluente de cada dia de muestreo. Las submuestras de 600 ml de efluente fueron
combinadas por fermentador (dentro del periodo), liofilizadas y luego molidas para pasar un tamiz

Wiley de 1 mm y se guardaron hasta posterior analisis.

El dia 9 de cada periodo en los horarios 0, 2, 4, 7y 10 hs luego de la alimentacion de la
mafiana, se extrajeron 60 ml del liquido del efluente de filtrado de cada fermentador, para
determinar AGV y N-NHzs, segun la metodologia descripta anteriormente. Ademas, durante los
dias 8, 9 y 10 de cada periodo, se recogieron muestras de gases para el analisis de CHa seis veces
al dia (previo a cada comida, a la hora y dos horas; Figura 5.3) usando una aguja de calibre 25
unida a una jeringa de 30 ml (Vibart et al., 2007). Para evitar posible contaminacion, se utilizaron
una aguja y una jeringa para cada fermentador. Después de que la jeringa se vacio 3 veces para
purgar cualquier gas residual, la aguja se insert6 a través de un tapén de caucho adaptado para el
muestreo, ubicado en un puerto en la parte superior del fermentador, y se tomé una muestra de 30
ml de gas del espacio libre, la cual luego se transfirié a un vial de vidrio de 15 ml en vacio a través

de una septa en su tapa, hasta su analisis.

RTM RTM
CH., N-NH3y CH., N-NH3
CHs BCH, AGV CH, H4 y AGV
800 1000 2000 2200
0 300 600 900 1500 1800 2100 2400

Figura 5.3: Alimentacion y horario de muestreo: alimentacion (08:00 y 20:00 hs); muestreo de
fase gaseosa para analisis de metano (7:55, 9:00, 10:00, 19:55, 21:00 y 22:00 hs); muestreo de
filtrado para analisis de N amoniacal y AGV (10:00 y 21:00 hs). Adaptado de Vibart et al.
(2007).
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El dia 10, ademas del muestreo de efluentes, se tomaron 500 ml de muestra del contenido
ruminal de cada fermentador. Dicha muestra se homogeneiz6 con un mezclador durante 30
segundos como se describid anteriormente y se filtrd a través de 2 capas de tela de queseria en un
recipiente de plastico de 500 ml con 5 ml de acido sulfurico al 50 % para retardar el crecimiento
microbiano. Luego, se tomaron dos submuestras de 250 ml, una para el andlisis de purinas y la
otra para el recuento de bacterias totales y metanogénicas. Para el caso de purinas, cada submuestra
fue procesada de acuerdo con el método de Griswold et al. (1996). Dichas submuestras se
centrifugaron 3 veces a 20.000 g durante 20 minutos a 4 ° C en recipientes de 50 ml y el sedimento
fue resuspendido en solucion salina al 0,9% y metanol al 50% para las 2 Gltimas centrifugaciones
(Griswold et al., 1996). Una alicuota del pellet final se colocé en un recipiente de pléstico estéril
de 75 ml y se almacend a -18°C hasta su posterior liofilizacion y analisis. Para el recuento de
bacterias, la submuestra de 250 ml restante se centrifugd a 1000 g a 4 °C durante 10 minutos y se

congeld a -18° C para su posterior liofilizacion y analisis.

Todas las muestras de alimentos, efluentes y pellet microbiano se analizaron en el Laboratorio
de Alimentos de la Estacion Experimental de Rafaela (Santa Fe, Argentina) para determinar el N
total (AOAC, 1998, método 976.05), MS analitica a 100 ° C durante 24 h, cenizas (AOAC, 1990,
método 130.15 y 167.03), extracto etéreo (EE; AOAC, 1999, método 920.39), lignina (LDA,;
ANKOM, 2005), FDN y FDA secuencialmente utilizando segun Van Soest et al. (1991) y
adaptado para Ankom 200 Fiber Analyzer (Ankom Technology, Fairport, NY) basado en ISO
13906: 2008.

Los CNF se calcularon de acuerdo con NRC (2001) usando los valores de PB, FDN, EE y
cenizas. La composicion quimica de las dietas se calculo a partir de las mediciones de laboratorio
y la proporcion de ingredientes en la dieta. Ademas, se utiliz6 NRC (2001) para predecir
caracteristicas de la dieta seleccionadas (PNDR, PDR y ENy). Para el analisis de purinas de los
pellets y de los efluentes, se utilizd el procedimiento de Zinn y Owens (1986) modificado por
Makkar y Becker (1999).

Las determinaciones de N-NHs se realizaron por colorimetria segin Chaney y Marbach
(1962), y las muestras de AGV se enviaron congeladas al laboratorio LASERNU (UBA, Ciudad
Autonoma de Buenos Aires, Argentina). Para la determinacion de los AGV, las muestras se
purificaron previamente con &cido ortofosférico (25%) en acido sulfarico 0,5 M a una tasa de 0,5
ml por 2 ml de muestra y luego se centrifugaron durante 10 minutos a 5000 g (Friggens et al.,

1998). A continuacion, las muestras se inyectaron mediante un automuestreador Robokrom® GC
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en un Konik 5000B GC equipado con un detector de ionizacion de llama. Los AGV se separaron
en una columna capilar Nukol (30 m x 0,32 mm de diametro interno x 0,25 um de espesor, Perkin
Elmer-Elite FFAP, Parte N9316354). Las temperaturas del inyector y del detector se mantuvieron
en 250°C y las de la columna en 156°C. Se utilizé hidrogeno (Hz) como gas portador y el flujo de
la columna se mantuvo a una velocidad de 2,4 ml/min. Para las curvas de calibracion se utilizo la

mezcla de &cidos volatiles Supelco (Cat. No. 46975-U).

Las muestras de gases se analizaron para CHas utilizando un cromatografo de gases Perkin
Elmer Clarus® 580 en el laboratorio de gases de INTA Castelar. Para el calculo de la produccion
diaria media de CH4 (Soder et al., 2016; véase el célculo en la seccion Andlisis estadistico y
Calculos) se utilizé el promedio diario de los 6 muestreos temporales de CH4 (promediados dentro
del tratamiento y en los 3 dias de muestreo). Para graficar la salida de CHa, se utiliz6 el promedio
no acumulativo de la produccion de CH4 en cada uno de los 6 tiempos de muestreo individuales

(promediados dentro del tratamiento y en los 3 dias de muestreo).

5.2.4. Extraccién de ADN y PCR.

La extraccion de ADN gendmico total fue realizada a partir de 0,25g de pellet ruminal (obtenido
después de la centrifugacion del liquido ruminal de cada fermentador) de acuerdo al método
RBB+C (Yuy Morrison, 2004) combinando la ruptura de las células con perlas con las etapas de
filtracion en columna del kit QlAamp DNA Stool Mini (Qiagen, Alemania). Asimismo, el ADN
fue analizado cualitativamente y cuantitativamente mediante corridas electroforéticas en geles de
agarosa al 0,8% y mediante espectrofotometria a 260 nm (Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher
Scientific, USA).

Las muestras de ADN se almacenaron a -20 C hasta su analisis. La cuantificacion absoluta fue
realizada mediante el uso del equipo ABI 7500 qPCR con el respaldo del software ABI 7500 v2.3
(Applied Biosystem-ABI®, USA). La reaccion fue conducida en un volumen final de 20uL
compuesto por: 4 uL. 5X HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne, Estonia), 0,2
pL de cada primers (50 pmol), 2 pL. de ADN gendémico y 13,8 uLL de agua grado PCR. Los primers
utilizados para la amplificacion de la region 16S ARNry mcrA fueron obtenidos de la bibliografia

(Tabla 5.4) para bacterias totales y los metandgenos totales.
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Tabla 5.4: PCR primers utilizados en el estudio.

Objetivo Secuencia del primer Annealing Tamano Referencia
(5°-3) (°C) Amplicon (pb)
Methanogens | F-TTC GGT GGA TCD CAR 60 140 Denman et
(mcrA) AGR GC al. (2007)
R-GBA RGT CGW AWC CGT
AGA ATCC
Total F-CGG CAA CGA GCG CGA 60 130 Denman y
bacterias ACCC McSweeney,
(16SrRNA) | R-CCATTG TAG CAC GTG (2006)
TGT AGCC

La amplificacion involucré un ciclo de 95°C por 15 minutos para la activacion de la enzima,
seguida de 40 ciclos de 95° C por 30 segundos de desnaturalizacion, 60° C de hibridacion por 30
segundos, y 72°C por 1 minuto de extension (Singh et al., 2014). Por otra parte, la especificidad
del amplicon fue verificada de acuerdo con la curva de disociacién del producto final de la PCR,
mediante el incremento de la temperatura y la velocidad 1° C cada 30 segundos desde los 60 a 95°
C. El nimero de copias de cada estandar fue estimado segun Singh et al. (2014) con la siguiente
ecuacion: N° copias/puL= (concentracion del plasmido (g/pl) x 6,022x1023) / (largo del plasmido
recombinante (pb) x 660). Por otra parte, se prepararon diluciones de 108 a 101 para construir la

curva estandar para cada especie, y se amplificaron junto con las muestras por duplicado.

El nimero de copias de los genes 16S ARNr de cada muestra fue estimado a partir de la
siguiente ecuacion: N° copias/g de rumen = (Q x C) / V, donde Q: es la media cuantitativa del
namero de copias, C: concentracion total de ADN en cada muestra (ng/g) y V: es la concentracion
de ADN utilizado en la reaccion (ng). En cada reaccion, los valores de la regresion lineal de la
curva estandar estuvieron dentro de los limites normales (r? = 0,98; la pendiente = -3,2 a -3,6;
eficiencia = 100-110%).

5.2.5. Analisis estadistico y calculos

El andlisis estadistico se realizo utilizando los procedimientos PROC MIXED en el software
SAS (SAS studio Institute, 2003, SAS Inst. Inc., Cary, NC), de acuerdo con el siguiente modelo:
Yijk=pu+Ti+Fj+Pk+eijk

Donde:

Yijk=variable dependiente medida en el fermentador j que se sometid al tratamiento i en el periodo
k;
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1 = media general,

Ti = efecto fijo del tratamiento i,

f] = efecto aleatorio del fermentador j,

Pk = efecto aleatorio del periodo k,

y eijk = error aleatorio asociado a la ijk observacion.

En este andlisis, el efecto fijo estuvo representado por los niveles de proteina y los efectos
aleatorios estuvieron representados por los efectos del fermentador y del periodo. Los efectos fijos
para evaluar el pH, N-NH3 y AGV de los fermentadores fueron los niveles de proteina (P), el
horario de recoleccién (T) y la interaccion entre estos dos factores (P * T). Se utiliz6 un esquema
de mediciones repetidas en el tiempo, con tiempos de recoleccién (0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 h después
de la alimentacion) repetidos una vez dentro de cada unidad experimental (periodo de
fermentacion). Los resultados se presentan como medias con error estandar de diferencia y se
realizaron contrastes lineales y cuadraticos de grado Unico de libertad. Las diferencias
significativas se declararon a P <0,05. Cuando el efecto principal del tratamiento fue significativo,

las medias se separaron mediante una prueba t por pares (opcién diff de PROC MIXED).
Para determinar las tasas de dilucion se emplearon las siguientes formulas:

TDL % = [(Volumen del flujo filtrado (ml/hora) + Volumen del flujo de rebalse (mli/hora)) /
Volumen del fermentador (ml)] x 100; Tasa de dilucién de liquidos (TDL) = 10 %/hora = 0,10/hora

TDS % = [(Volumen del flujo de rebalse (ml/hora)) / Volumen del fermentador (ml)] x 100; Tasa
de dilucion de sélidos (TDS) = 5 %/hora = 0,05 /hora

Las digestibilidades aparentes (MS, MO, FDN y FDA) y verdaderas (MS, MO, PB) de los
nutrientes se calcularon seguin lo descripto por Soder et al. (2013) y Del Bianco Benedeti et al.

(2015) de la siguiente manera (MS como ejemplo):

Digestibilidad aparente de la MS (% del total de MS) = [(g de MS consumida - g de flujo de
MS del efluente) + g de MS consumida] x 100, con el efluente corregido para g MS de saliva.

Digestibilidad verdadera de la MS (% del total de MS) = {[(g de MS consumida - (g de flujo
de MS del efluente - g de MS microbiana)] + g de MS consumida} x 100, con el efluente corregido

para g MS se saliva.
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Los flujos de las fracciones nitrogenadas se calcularon de la siguiente manera:
Consumo total de N (g/dia) = urea saliva (g / d) + N dietético (g / d).

Flujo de NHs3 (g/dia) = [(N-NHs3 efluente en mg / dL x (flujo de efluente total en mL x 1 dL / 100
mL)]; (Bach y Stern, 1999).

Flujo NNA (g/dia) = (flujo de N total efluente en g) - (N-NHz efluente en g).

Flujo de N microbiano (g/dia) = (g de MS microbiana) x (% N en microorganismos + 100).
Flujo de N en la dieta (g/dia) = (NNA efluente en g) - (N microbiano de efluente en g).
Flujo total de N (g/dia) = (flujo de N-NHs del efluente en g) + (flujo NNA en g).

La eficiencia bacteriana se calculé de la siguiente manera:

Eficiencia bacteriana (mg de N / kg bacteriano realmente digerido) = (N bacteriano efluente +

g de MO verdaderamente digerido) x 1,000, donde,

N (g) bacteriano efluente = [N total efluente (g / d) x (% N bacteriano en el N total efluente /
100) ].

% de N bacteriano en el N total del efluente = [purina efluente (mg / g de N) + purina bacteriana
(mg /g deN)]x100. (Soder et al., 2016).

La produccion diaria de CH4 (mmol / d) se estimd mediante la siguiente ecuacion:

Concentracion de CHas en el volumen de aire (headspace) del fermentador (mmol / mL) x Flujo
de gas CO; a través del espacio de cabeza del fermentador (20 ml / min) x 60 min x 24 h. (Soder
etal., 2016).

La produccion de metano (mmol / g de MO consumido, FDN consumido NDF alimentada) se
calcularon de la siguiente manera (alimentado OM utilizado como ejemplo): mmol de salida de
CHa4/ g de MO consumido = [salida de CH4 diaria (mmol / d) / g de MO consumido/d].
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Composicion de las dietas y digestibilidad de los nutrientes

La composicion quimica de los ingredientes utilizados se presenta en la Tabla 5.1 y la
composicion de las raciones en la Tabla 5.2. Las raciones fueron disefiadas para cumplir o exceder
las recomendaciones de nutrientes (salvo para PB de la dieta) del NRC (2001) para una vaca
Holando Argentino de 3ra lactancia de paricion de otofio en lactancia media con un PV de 600 kg,
una produccion de 30 kg/dia de 3,5 % GB y 3,25 % PB, una pérdida de peso por dia promedio de
200 gr/dia'y una CC al parto de 3,25/3,5. Las concentraciones de PB de las raciones promediaron
13,0; 16,1 y 19,2 % MS, y asi se logrd, en promedio, la diferencia inicialmente prevista de 3
unidades entre los tratamientos ya evaluados a campo (Capitulo 4). Las concentraciones de MO,
FDN y FDA fueron relativamente similares para todos los tratamientos, y promediaron 94,1; 29,8
y 17,9% (base MS), respectivamente. Debido a que las dietas se formularon reemplazando la
fuente principal de PB (harina de soja con alto contenido de PB) con una fuente de energia (grano
de maiz molido), la reduccion en el contenido de PB de la dieta entre tratamientos fue acompafiada
por un aumento de CNF y cenizas (similar a lo ocurrido a Soder y Gregorini (2010)). Sin embargo,
el contenido de ENL entre tratamientos fue similar. Con respecto a las tasas de dilucion de sélidos
y liquidos, no se observaron diferencias entre tratamientos (5,0 % / hora y 10,0 % / hora,
respectivamente), como asi tampoco entre periodos o fermentadores, lo cual indica que las
condiciones fueron similares en los diferentes momentos del ensayo. Lo mismo ocurrié con el

tiempo de retencion utilizado (20 horas).

El aumento de la PB en la dieta no tuvo un efecto significativo en la digestibilidad in vitro de
laMS, delaMO ydelaFDNyFDA (P=0,75; P=0,54; P=0,65y P = 0,78, respectivamente;
Tabla 5.5). Debido a que el enfoque principal del experimento fueron los niveles de PB en la dieta
se observaron digestibilidades similares de la MS, MO vy la fibra. Esta situacion también fue

reportada por Brito et al. (2007).

La digestibilidad aparente de la MS fue 48,91 + 2,04 % y de la MO 71,08 £ 1,64 % en
promedio (Tabla 5.5). Estos valores estan, en general, de acuerdo con las de Bargo et al. (2003),
quienes reportaron digestibilidades para la MS y la MO del 49,0 y 62,7%, respectivamente, para
dietas con distinta relacion forraje: concentrado en fermentadores de doble flujo continuo. La

digestibilidad aparente de la FDN promedié 79,03 + 1,93 %, valor similar a Bargo et al. (2003) y
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Soder y Gregorini (2010), lo que indica la buena calidad del forraje, y la de la FDA 68,69 * 2,89
% de digestibilidad, similar a lo observado por Wales et al. (2004).

Con respecto a la digestibilidad verdadera de la MS y de la MO, tampoco se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (P = 0,27 y P = 0,84, respectivamente).
Esta situacion fue reportada por Amaral et al. (2016) y contrario a lo ocurrido en Bargo et al.
(2003). Para el caso de la digestibilidad verdadera de la MS, se lograron valores promedios de
68,36 + 2,10 % y para la MO de 91,32 + 2,20 %.

5.3.2. pH, AGV y metano.

A medida que el contenido de PB disminuy6 de 19,16 a 13,00%, y los CNF aumentaron
correspondientemente de 41,0 a 47,3% de la MS, el pH ruminal medio disminuyd linealmente (P
<0,001), de 6,35 a 6,06 (Tabla 5.6). La misma tendencia se observo para el pH maximo y el
minimo. Este Gltimo llego a valores cercanos a 5,80 para el tratamiento con menor PB (BPB) en
la dieta.

Tabla 5.5: Efecto de la cantidad de proteina en la dieta sobre la digestibilidad aparente y real de
los nutrientes durante la fermentacion en un sistema de doble flujo continuo.
Dietas! Contrastes®

BPB MPB APB EEM? Trat P F L Q
Digestibilidad aparente, %

item

MS 49,65 48,79 48,49 1,042 NS NS NS NS NS

MO 70,46 7159 7125 0633 NS NS NS NS NS

FDN 79,36 78,86 78,69 0,469 NS NS NS NS NS

FDA 69,40 68,46 6822 1181 NS NS NS NS NS
Digestibilidad verdadera, %

MS 67,68 68,47 69,10 1608 NS NS NS NS NS

MO 89,31 92,08 9262 1068 NS NS NS NS NS

Referencias: MS, materia seca, MO, materia organica, FDA, fibra detergente acido, FDN, fibra detergente
neutra. ® Letras diferentes en igual fila indican diferencias significativas entre medias. * P < 0,05; ** P <
0,01; *** P < 0,001. ! BPB: baja proteina bruta; MPB: media proteina bruta, APB: alta proteina bruta.
EEM: error estandar de la media. *Contrastes: Trat (tratamiento); P (periodo); F (fermentador); L
(respuesta lineal); Q (respuesta cuadratica).
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Tabla 5.6: Efecto de la cantidad de proteina en la dieta sobre el pH y la concentracion de AGV
durante la fermentacion en un sistema de doble flujo continuo.

Dietas? Contrastes 3
item BPB MPB APB EEM?2 Trat P F L Q
pH
Media 6,03*  6,19° 6,35° 0,004 *** NS NS *** NS
Minimo 5828 599° 6,13% 0,002 *** NS NS *** NS
Maximo 6,45° 6,60° 6,70° 0,001 *** NS NS Rx¥x  kx

Tiempo pH < 6, min  675.27¢ 104,03° 0,00 3,025 *** NS NS *%x xxx
AGV totales, MM /L 8287 7944 7415 1625 NS NS NS + NS

AGYV individuales, mol/100mol

Acetato 60,48 64,02 67,03 1,208 NS NS NS NS NS
Propionato 25,77 22,20 20,03 0,731 + NS NS * NS
Butirato 11,92 1222 1161 0433 NS NS NS NS NS
Iso-butirato 0,56 0559° 065° 0008 * NS NS * NS
Valerato 203 211 233 0111 NS NS NS NS NS
Iso-valerato 291° 305" 240° 0068 * NS NS * *

A:P 2,35 300° 336" 0098 * NS NS * NS

Referencias: ¢ Letras diferentes en igual fila indican diferencias significativasentre medias. * P < 0,05;
** P <(,01; *** P < 0,001, +: P <0,1 (tendencia). * BPB: baja proteina bruta; MPB: media proteina bruta,

APB: alta proteina bruta. ? EEM: error estandar de la media. 3Contrastes: Trat (tratamiento); P (periodo); F
(fermentador); L (respuesta lineal); Q (respuesta cuadratica).

La Figura 5.4 muestra el patron de pH ruminal en diferentes momentos después de la
alimentacion. Al evaluar el pH a través del tiempo, no se observaron interacciones entre los
tratamientos y el tiempo (P > 0,05). Los picos de pH mas bajos para los tratamientos con menor
contenido de PB fueron a las 4 horas y para el tratamiento con mayor contenido de PB entre las 4
y 5 horas luego de la alimentacion. Este tipo de patron se ha descrito previamente en fermentadores
de cultivo continuo alimentados con raciones con diferentes contenidos de PB (Amaral et al.,
2016).

Un exceso de CNF facilmente disponible puede generar una disminucion del pH e incrementar
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la produccidn de acido lactico, lo que a su vez puede comprometer la eficiencia de la sintesis de
proteina microbiana (Ipharraguerre et al., 2002). Sin embargo, el pH ruminal para todos los
tratamientos en el estudio actual fue mayor que el minimo necesario para la funcion 6ptima del
rumen (Hoover y Stokes, 1991; de Veth y Kolver, 2001). Por lo tanto, los cambios leves en el pH
ruminal observados en este estudio, aunque fueron estadisticamente diferentes, pueden no haber
sido biol6gicamente importantes. Esta premisa también se apoya en la falta de diferencias en la
digestion de FDN (Soder y Gregorini, 2010).
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6.3

pH

6.2
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~ ~ .- - — 16%PB
5.9 ~ - ——19% PB
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Horas luego de la alimentacion

Figura 5.4: Efecto de los niveles de proteina bruta (PB) en el pH ruminal en diferentes
momentos después de la alimentacion en un sistema de doble flujo continuo.

Las concentraciones de AGV total (AGVT) y las proporciones molares de AGV individuales
estuvieron dentro de los rangos informados de otros estudios de cultivo continuo (Bargo et al.,
2002; Bargo et al., 2003; Vibart et al., 2010; Soder et al., 2012; Soder et al., 2013; Soder et
al.,2016). Las concentraciones de AGVT no se vieron afectadas por los tratamientos evaluados (P
=0,12), existiendo una tendencia a disminuir de forma lineal a medida que aumenta el nivel de PB
(P<0,1), con un valor promedio de 78,76 £ 5,05 mmol/L, similar a lo observado por Cunningham
et al. (1996) y Christensen et al. (1993) y contrario a lo publicado por Sannes et al. (2002). Las
proporciones molares de acetato (C2), butirato (C4) y valerato (C5) tampoco se vieron afectadas
(P >0,05) por los contenidos de PB de la dieta (Tabla 5.6). La tendencia observada de un aumento
para el propionato a medida que aumenté el contenido de PB de la dieta, estuvo relacionada con

el contenido de maiz de la dieta, al ser un AGV mas dependiente de los niveles de almidon. Lo
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mismo se observo para el iso-valerato, existiendo una respuesta lineal y cuadrética (P = 0,003).
Para el caso del iso-butirato, se observé una respuesta lineal a una menor proporcién a medida que
disminuyé el contenido proteico de la dieta (P < 0,05). La relacion acetato: propionato fue mayor
(P =0,02) para los tratamientos MPB y APB y aumento linealmente con el contenido de PB de la

dieta.

Los AGV son un producto final de la fermentacion ruminal y estan influenciados el nivel de
ingesta, la digestibilidad ruminal (MS, MO y fibra), la tasa de pasaje, la composicion de la dieta
(Van Dung et al., 2014). Por ello, en el presente estudio no era esperable que se produzcan cambios
en los AGVT totales y en la proporcién molar de los AGV individuales. De forma similar a
nuestras observaciones, otros estudios han informado que el aumento de los niveles de PB en la
dieta no tuvo un efecto significativo en la concentracion total de AGV (Van Dung et al., 2014;
Amaral et al., 2016). Al evaluar las concentraciones de los AGV a traves del tiempo, en todos los
casos se observaron diferencias segun el horario e interacciones entre los tratamientos y el tiempo
(P <0,05). En la Figura 5.5 se puede observar el comportamiento para AGVT, acetato, propionato

y la relacion entre los dos Ultimos.
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Figura 5.5: Efecto de los niveles de proteina bruta (PB) sobre AGV en diferentes momentos
después de la alimentacion en un sistema de doble flujo continuo.
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5.3.3. Metano y recuento de bacterias totales y metanogénicas.

No se observaron diferencias entre tratamientos en la emision diaria de CHs (P = 0,49; Tabla
5.8), al igual que lo observado por Yunta Bernal (2010). La misma tendencia se observé para las
emisiones evaluadas (mg/gMO; P = 0,50). No se observé un efecto significativo del horario de
muestreo de CHa (P = 0,35; Figura 5.5), ni tampoco una interaccion entre las dietas y el horario (P
=0,11). Al igual que lo ocurrido con la produccion de metano, tampoco se observaron diferencias
significativas entre tratamientos en la densidad de la poblacion de bacterias totales y

metanogénicas (Tabla 5.7).

Tabla 5.7: Efecto de la cantidad de proteina en la dieta sobre la emisién de CHa, el recuento de
bacterias totales y metanogénicas durante la fermentacion en un sistema de doble flujo continuo.

Dietas! Contrastes®
Item BPB MPB APB EEM? Trat P F L Q
Metano
mmol CH4/d 5,73 6,22 5,74 0,18/ NS NS NS NS NS
mg CH./d 91,88 99,85 92,14 3,004 NS NS NS NS NS
mg of CHa4/g of MS 1,02 1,11 1,02 0,033 NS NS NS NS NS
mg of CHa/g of MO 1,06 1,15 1,07 0,035 NS NS NS NS NS

Recuento de bacterias, Log10 N° de copias/g
Bacterias totales 10,17 10,15 10,52 0,480 NS NS NS NS NS

Metanogénicas totales 8,64 8,69 869 0197 NS NS NS NS NS
Referencias: ®° Letras diferentes en igual fila indican diferencias significativasentre medias. * P < 0,05;
** P <0,01; *** P <0,001; +: P <0,1 (tendencia). : BPB: baja proteina bruta; MPB: media proteina

bruta, APB: alta proteina bruta. ? EEM: error estandar de la media. 3Contrastes: Trat (tratamiento); P
(periodo); F (fermentador); L (respuesta lineal); Q (respuesta cuadrética).

Segun Yunta Bernal (2010), en la literatura no hay evidencia en cuanto a que el contenido de
proteina en la racién ofrecida a las vacas pueda afectar o modificar la tasa de produccion de los
distintos AGV y, por lo tanto, la cantidad de metano producido. Por esta razon, la hipotesis en este
experimento fue que no habria diferencias significativas entre los tres tratamientos estudiados. Al
observar la evolucion de la emision de CHa en la Figura 5.6, el tratamiento con menor contenido
proteico (BPB) tuvo el pico de produccion de metano a las dos horas pos alimentacion, mientras

que MPB y APB a la hora, observandose un pico mayor para el tratamiento con contenido proteico
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méas elevado. Aunque no se pueda sacar una inferencia clara, en el tratamiento BPB el
comportamiento del metano fue similar a la curva de concentracion de acético y, probablemente,

relacionado al mayor contenido de almidon en esta dieta.
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Figura 5.6: Efecto de los niveles de proteina bruta (PB) en la produccién de
metano en diferentes momentos después de la alimentacion en un sistema de
doble flujo continuo.

5.3.4. Metabolismo del nitrogeno.

Igual que lo observado por Soder y Gregorini (2010), la digestibilidad de la PB no se vio
afectada por el contenido proteico en la dieta. Sin embargo, se observo una tendencia (P = 0,07) a
una respuesta lineal, siendo la digestibilidad menor a medida que el contenido de PB de la dieta
fue mayor. Como era de esperar, hubo un efecto lineal sobre la concentracion ruminal de N-NH3
(P < 0,001) en respuesta al aumento de la PB de la dieta (Tabla 5.8). Esto ha sido informado
previamente por Chanthakhoun et al. (2012), Chen et al. (2010) y Amaral et al. (2016), debido a
que el N-NHs ruminal es un producto final de la degradacion de la proteina bruta. La misma
respuesta se observd para la concentracion de N-NHs en el efluente, la cual disminuy6 linealmente
(P <0,001) al ser menor el contenido proteico de la dieta, observandose una concentracion
aproximadamente tres veces mayor en el tratamiento APB en comparacion con el tratamiento BPB,
disminuyendo de 12,14 a 7,85 y 4,94 mg N/100 ml a medida que disminuyo la PB en las dietas
ofrecidas. Aunque esto fue mas probablemente, en parte, debido a la reduccion en el suministro de
N al rumen a medida que disminuyd la PB, también es posible que la captura de N por parte de los
microorganismos ruminales mejorara con una menor PB entregada en la dieta (McCormick et al.,

2001) debido al aumento de CNF. Esta situacion significaria un mayor aporte de energia para
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transformar N-NH3 en proteina microbiana (Bargo et al., 2003; Soder y Gregorini, 2010). Mehrez
et al. (1977) y Owens et al. (1983) reportaron que una concentracion ruminal de N-NHz de 2,4
mg/100 ml es la concentracion minima para un crecimiento microbiano adecuado. En el presente

estudio los niveles de N-NH3 se encuentran por encima de dicha concentracion.

Tabla 5.8. Efecto de la cantidad de proteina en la dieta sobre el metabolismo del nitrégeno
ruminal durante la fermentacién en un sistema de doble flujo continuo.

Dietas ! Contrastes?

Item BPB MPB APB EEM? Trat P F L Q

N-NHz, mg of N/dL 4942 785° 1214¢ 0,111 *** NS NS Hx *
Digestibilidad PB, % 96,34 94,74 89,70 1,302 NS NS NS + NS

Flujo de N, g/d

N total 2162 226° 239¢ 0,004 ** NS NS - *** +
N-NH3 0,183 0,29® 045° 0,004 *** NS NS  *** *
NNA 1,98 197° 1952 0002 * NS NS ok NS

N bacteriano 1,86° 1,72° 141* 0041 * NS NS * NS

N de la dieta 0,102 0,24° 053¢ 0,008 ** NS NS ekl *
Eficiencia de sintesis de proteina microbiana, %

ESPMMS 28,16 27,15 23,71 1007 NS NS NS + NS

ESPMMO 22,66 21,16 1813 0619 + NS NS * NS

Referencias: ®° Letras diferentes en igual fila indican diferencias significativasentre medias. * P < 0,05;
** P <0,01; *** P <0,001; +: P<0,1 (tendencia). ! BPB: baja proteina bruta; MPB: media proteina bruta,
APB: alta proteina bruta. 2 EEM: error estandar de la media. *Contrastes: Trat (tratamiento); P (periodo); F
(fermentador); L (respuesta lineal); Q (respuesta cuadratica).

Los flujos de N total y N-NHz aumentaron linealmente (P < 0,05y P < 0,001, respectivamente)
a medida que aument6 la PB de la dieta. Contrariamente, para el caso del NNA (N no NH3), se
observo una disminucion lineal (P = 0,01) a medida que el contenido de PB de la dieta fue mayor.
Este resultado fue contrario a lo observado por Clark et al. (1992), quienes informaron una relacion
positiva entre el consumo de N en la dieta y el ingreso de NNA al intestino delgado, o Soder y
Gregorini (2010) quienes observaron una tendencia a un mayor flujo de NNA a medida que el

contenido de PB fue mayor.
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El flujo de N bacteriano también disminuyé linealmente (P = 0,02) a medida que se
incrementd el contenido de PB de la dieta, siendo 32% mayor en el tratamiento con 13% PB con

respecto al tratamiento con 19% PB.

La eficiencia de la sintesis de N bacteriano, medida como g N/kg MS y g N/kg MO
verdaderamente digestibles, no se vio afectada por los tratamientos. Esta respuesta es similar a los
resultados encontrados por Busquet et al. (2005), quienes no encontraron diferencias en la
eficiencia bacteriana en un sistema de cultivo continuo alimentado con una dieta 50: 50 forraje y
concentrado. Sin embargo, al evaluar la eficiencia con respecto a la MO, se observo una respuesta
lineal (P = 0,03) con respecto a la PB de la dieta, disminuyendo linealmente a medida que el
contenido de PB aumentd. Esta tendencia y el mayor flujo de N de la dieta a medida que se
incrementd el contenido de PB (P < 0,001), indicaria que un 13% y 16 % de PB permitirian una
mayor sintesis de proteina microbiana en el rumen y mas allad de ese nivel, no habria ningln
beneficio adicional de alimentar a mayor cantidad de PB de la dieta. De igual manera, Soder y
Gregorini (2010) observaron que la eficiencia de la sintesis de N bacteriano disminuy6 linealmente
(P < 0,05) a medida que la PB de la dieta aument6. Por su parte, Christensen et al. (1993),
Cunningham et al. (1996), Korhonen et al. (2002), y Reynal et al. (2003) no encontraron mejoras
en la eficiencia microbiana al aumentar el contenido d PB de la dieta.

5.4. CONCLUSIONES

La suplementacion de una dieta basada en niveles decrecientes de PB dio como resultado
patrones alterados de fermentacion ruminal, como la evidencia de los valores alterados de pH
ruminal y los cambios en el metabolismo de parte de los AGV y N. Las dietas con 13% y 16% de
PB proporcionaron efectos positivos sobre el flujo de N microbiano y una tendencia hacia una
mejor eficiencia microbiana en el rumen; por lo tanto, fueron la mejor estrategia para una mejorar
la utilizacion de N en el rumen. Més alla de ese nivel, no hubo mas beneficios de alimentar una
mayor PB en la dieta. Al mismo tiempo, la racion con mayor nivel de PB excedid las
recomendaciones de NRC (2001) para dicho nutriente para el caso de vacas lecheras lactantes.
Esta practica no solo podria ser perjudicial para la fermentacion, sino que también los suplementos
proteicos suelen ser méas caros que los suplementos energéticos, pudiendo generar
innecesariamente un incremento en los costos de la racion. Ademas, un exceso de N que no se
excreta a través de la leche, se eliminara por la orina y las heces, lo que es una preocupacion a

nivel ambiental.
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CAPITULO 6: DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

6.1. DISCUSION GENERAL

El manejo nutricional tiene un impacto directo en la cantidad, forma y rutas en que el animal
excreta los nutrientes. Las dietas disefiadas para hacer el mejor uso de la capacidad de los rumiantes
para evitar que el N sea excretado y, por lo tanto, incorporarlo como proteina microbiana de alta

calidad, mejoraran la utilizacion del N y minimizaran el impacto ambiental.

El analisis realizado en el capitulo 2 a traves de la modelizacion de sistemas reales, permitio
conocer de la situacion local actual con respecto a los niveles de PB frecuentemente utilizados, y
su impacto en la EUN. Al evaluar los niveles de PB utilizados en las dietas entregadas a vacas en
ordefio en 122 sistemas reales de la Argentina, los valores estuvieron cercanos a los recomendados
por el NRC (alrededor del 18% PB). Sin embargo, los mismos fueron altos con respecto a las
recomendaciones obtenidas en base a la revision bibliografica realizada para dietas que permitan
una mejor EUN y, como resultado, una menor eliminacion de N al ambiente (capitulo 3). Ademas,
las EUN observadas en nuestros sistemas fueron menores a las deseadas. Esta situacion manifiesta
que aln quedan muchas estrategias por hacer para mejorar este indicador. Sin embargo, aquellos
sistemas reales con mayor EUN mostraron una tendencia hacia una mayor emision de CHsentérico
por vaca, por lo tanto, una mejora en la EUN podria estar asociada a un aumento en la emision de
CHs entérico. Esta situacion significa que puede existir un intercambio de emisiones
contaminantes, y demuestra la necesidad de evaluar estrategias que permiten una menor excrecion

de N al ambiente, en conjunto con una menor emision de CHa entérico.

La revision sistematica realizada en el capitulo 3 permitid generar una sintesis de la evidencia
disponible para proseguir con el analisis en profundidad de las relaciones entre las variables. En
las Gltimas dos décadas se han llevado a cabo un nimero importante de estudios nutricionales que
consideran el efecto de la PB de la dieta sobre la produccion de leche y su composicion quimica.
Los primeros trabajos (1996 a 2001) fueron realizados con énfasis en la cuestién productiva, pero
a partir del 2001 se comenzé a evaluar el efecto sobre la excrecién de N en orina y heces y su
posible impacto ambiental. Si bien en algunas variables se observo una baja variabilidad de
respuesta entre los estudios evaluados, la PL individual y la EUN tuvieron una respuesta variable,

siendo ambas variables de importancia para el costo de la dieta y el resultado econémico final. Sin
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embargo, como se discutio anteriormente, una mejora en la dieta para obtener menor excrecion de
N puede traer aparejado una mayor emisién de CHa4. Por dicha razén, recientemente (2007 en
adelante), se comenzd a tener en cuenta el efecto de una mejora en la EUN sobre la excrecion de

N y sobre la emisién de CH4 entérico.

Si bien la reduccién del contenido de proteinas de la dieta disminuye la excrecion de N, dicho
efecto es menos claro aun con respecto a la emision de CHa entérico, observandose justamente que
a veces, al mejorar la EUN, aumenta la emision de dicho GEI. Segun Dijkstra et al. (2011), es
posible realizar cambios en la dieta para disminuir la excrecion de N y al mismo tiempo la emision
de CHa. Sin embargo, estas relaciones simuladas por los autores ain no han sido del todo
confirmadas por los trabajos de investigacion realizados. En base a esta situacion, se plantearon

los ensayos in vivo e in vitro desarrollados en el capitulo 4 y 5 de la tesis, respectivamente.

Con respecto a las evaluaciones realizadas a campo en el capitulo 4, los resultados indican que las
dietas evaluadas afectaron claramente la produccion individual y la utilizacion de N en las vacas
lecheras. Sin embargo, el CMS y la digestibilidad de la MS y la MO no fueron afectadas, al igual
gue lo observado por varios autores (Cunningham et al., 1996; Leonardi et al., 2003, Colmenero
y Broderick, 2006). Lo mismo se observo en el ensayo con fermentadores (capitulo 5), en donde
la digestibilidad aparente y real de la MS y la MO, al igual que la real de la PB, no se vieron
afectadas por las diferentes dietas. Por lo tanto, se podria concluir que la variacién en la produccién
de leche se explico por el consumo de PB, sin ningun efecto aparente debido a la degradabilidad de las
proteinas. Sin embargo, se pudo observar una tendencia a una mayor eficiencia en la sintesis de proteina
microbiana a nivel ruminal, a medida que el consumo de PB fue menor. No obstante, dicha respuesta

no se vio reflejada en una mayor productividad.

El aumento en el consumo de N de 498 a 609 g N/d mejoro la produccion de leche en 2,26 kg/d y
de 609 a 723 g N/d mejord la produccion de leche en 2,52 kg/d. Estos resultados concuerdan con
estudios recientes que sugieren que las proteinas y no la energia, podrian ser el primer nutriente
limitante para la produccion de leche. Sin embargo, se debe tener en cuenta que los resultados
obtenidos fueron con vacas luego del pico de lactancia. Por lo tanto, el aumento lineal en PL puede
estar explicado por los requerimientos proteicos diferenciales de dicha etapa con inicio y final de
lactancia. Al principio de la lactancia, las vacas pierden peso a medida que las reservas de energia
son atacadas para satisfacer la demanda energética para la lactancia. Al mismo tiempo, debido a
que el rendimiento de proteinas de la leche disminuye maés tarde en la lactancia, la necesidad de

PB en la dieta disminuye.
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Con respecto a la calidad de la leche, los tratamientos no afectaron el porcentaje de GB, pero
si la produccién de GB, el porcentaje de PBL y la produccion de PBL, los cuales fueron mayores
al incrementarse el contenido proteico de la dieta. Un factor no tenido en cuenta fue el relacionado
al mérito genético de los animales, especificamente en cuanto al porcentaje de PB de la leche. Del
analisis realizado en vacas del rodeo de la EEA del INTA Rafaela, del cual se seleccionaron los
correspondientes al ensayo de campo, se estaria evidenciando cierto “techo” en la PB de la leche
de 3,32% como promedio de la lactancia, constituyéndose en una limitante o condicionante a la
respuesta productiva. Al mismo tiempo, al disminuir el contenido de PB, se logr6 una disminucion
de NUL, y un aumento de la EUN. Los valores més deseables de ambos indicadores fueron
obtenidos en el tratamiento que contenia menos PB en la dieta (13%) y los valores menos deseados

en el de mayor contenido de PB (19%).

Con respecto a la utilizacion y destino del N consumido, al alimentar dietas basadas en heno
de alfalfa y silaje de maiz, con harina de soja como la principal fuente de proteina, los resultados
observados en el ensayo a campo, confirman que se produjeron cambios importantes en la
eliminacién de N al aumentar el consumo de dicho nutriente. Con consumos por encima de los
500 g/dia se produce un cambio en relacion con la forma en que se excreta el N, ya que en el nivel
de CN del tratamiento con menor contenido proteico, la excrecion de N en heces es la principal
via de eliminacion de N, luego de la secrecion de N en leche. Por encima de este valor, al igual
gue en estudios previos, la eliminacion de N en orina aumenta linealmente y se transforma en la via

de excrecion de N principal, luego de la secrecidn de N en leche y la eliminacion por heces.

Estas tendencias se ilustran claramente en la Figura 6.1. Esta respuesta resulta en una
disminucion sustancial en la EUN a medida que el contenido de PB en la dieta aumenté de 13,0 a
19,1%. Sin embargo, la emision de CH4 entérico no se vio modificada por las diferencias obtenidas
en EUN. Por lo tanto, aquellas dietas que permitieron una mayor EUN, no generaron un aumento
en la emision de CHs. Esta informacion podria ser importante en los intentos de simular la
excrecion de N en vacas en lactancia usando modelos matematicos y/o definir estrategias para

redirigir la excrecion de N.
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Figura 6.1: Relacion entre el consumo de nitrogeno y la excrecion de nitrodgeno en heces
(6.1a), orina (6.1b) y leche (6.1c) en vacas lecheras que recibieron un bajo, medio o alto
nivel de proteina bruta en la dieta.
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El aumento en los niveles de PB en las dietas es dificil de justificar, ya que existen ganancias
marginales en términos de produccién animal, pero un aumento exponencial en términos de
contaminacion. Si el costo de las fuentes suplementarias de proteina es alto, la productividad
maxima puede no ser el nivel mas econdémico para la produccion. Sin embargo, en el caso del
ensayo a campo, si bien el costo de la racion fue mayor a medida que aumento el porcentaje de PB
de la dieta, debido a que la harina de soja fue el insumo de mayor costo unitario de la racién, el hecho
de aumentar la PB de la dieta y que ello produjera un aumento de la produccion de leche, permitio
una disminucion en la participacion de los costos de alimentacion, logrando un mayor margen de
ganancia neta por vaca. Sin embargo, con el aumento de la PB de la dieta, la excrecion de N total
y N en forma de urea aumentd, generando mayor riesgo de lixiviacion de NOs™ y de volatilizacion
NH3 y de N20O. Por lo tanto, el costo potencial de la lixiviacién de NO3™ fue mayor a medida que
aumento el porcentaje de PB de la dieta, al igual que el costo potencial por la cantidad de N.O que
se emitiria a la atmosfera en forma de CO2eq. Si bien en la actualidad, la industria lechera de
Argentina no esta obligada a pagar por sus externalidades negativas en sus sistemas lecheros, es
posible que en un futuro cercano existan impuestos que tributen sobre dichas variables, pudiendo

tener a futuro, un impacto sobre el margen bruto del productor lechero.

Por lo tanto, el analisis de los datos ha mostrado que la economia de N del animal puede ser
manipulada para reducir la excrecion de N. Sin embargo, la produccion de leche fue afectada de
forma negativa al mejorar los indicadores ambientales. Consecuentemente, las dietas que
contenian un 19,1% de PB permitieron la produccién maxima en vacas lecheras, pero con una
mayor excrecion de N al medio ambiente en comparacion con las dietas con menor contenido de
PB y un mayor costo ambiental. Al disminuir el contenido de PB, se logr6é una disminucion de
NUL, una menor excrecion de N via orina, en menor medida via heces y un aumento de la
eficiencia en el uso del N. Al mismo tiempo, una mejora en la EUN no tuvo un efecto negativo ni
positivo sobre la emision de CHa entérico. Los resultados también confirmaron que el N urinario
aumenta linealmente como resultado del NUL. Ello permite demostrar su utilidad como indicador
de la eficiencia de utilizacion del N, al igual que lo observado por la revision sistematica realizada,

en donde se obtuvo una alta correlacion negativa entre la concentracion de NUL y la EUN.

6.2. INVESTIGACION FUTURA

La lecheria debera reflejar un proceso de intensificacion sostenible que beneficie a los

animales, a los agroecosistemas y la humanidad a través de la produccion de nutrientes clave para
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la alimentacion humana. Los tambos continuardn aumentando en escala para optimizar la
eficiencia y reducir los costos de produccién. Sin embargo, dicho proceso puede verse afectado

por regulaciones ambientales, el ordenamiento territorial y las restricciones del mercado.

La nutricion animal es una importante herramienta de manejo para reducir las pérdidas de N
al ambiente. Por esta razon, es importante entender la particion de N en la vaca para proporcionar
pautas y modelos que permitan controlar la eliminacion de N. Una dieta que maximice la
produccién de leche puede ser diferente a una dieta que maximice la eficiencia o la
rentabilidad. Después de un considerable esfuerzo de investigacion, los niveles utilizados en esta
tesis permitieron describir las respuestas diferenciales en la excrecion de N cuando diferentes
cantidades de PB o N fueron entregadas a vacas lecheras. Sin embargo, las respuestas productivas
y econdmicas fueron de la mano, y contrarias a aquellas que permitirian un menor riesgo de
contaminacion ambiental con respecto al N. Por lo tanto, seria necesario continuar explorando
niveles o estrategias de alimentacion que logren ir hacia una misma direccion, ya sea través de
ensayos a campo o a través de informacion obtenida en sistemas reales. En base a este Gltimo

punto, las revisiones sistematicas y la modelizacién a través de datos reales, son claves.

De manera mas general, los esfuerzos para mitigar una emision a veces pueden conducir a
mayores emisiones de otros contaminantes, o del mismo contaminante en una etapa diferente; esto
se conoce como intercambio de contaminacion (“pollution swapping” en inglés; Monteny et al.,
2006; Ledgard et al., 2019). Consecuentemente, habria que ser precavidos en la implementacion
de estrategias que solo tiendan a aumentar la EUN, ya que podrian ser perjudiciales con respecto
a las emisiones de CHa. Para ello se precisan realizar evaluaciones en conjunto, y asi, a futuro,
poder identificar dietas o estrategias de manejo que sean beneficiosas para ambos indicadores

ambientales.

Ademas, debido a las condiciones climaticas registradas en la cuenca lechera santafesina en
los ultimos afios, no fue posible realizar el trabajo de campo bajo condiciones de pastoreo. Seria
conveniente, en futuros trabajos de investigacion, aplicar tratamientos bajo pastoreo y de esta
manera representar a un mayor numero de dietas cominmente utilizadas en la region. Dentro de
las opciones de pastoreo, seria bueno explorar en la region la utilizacion de recursos forrajeros
tolerantes a condiciones de anegamiento extremas, como las que se han presentado en los ultimos
3 afios. Asimismo, es posible cambiar o redirigir la excrecion de N en las heces y la orina,
cambiando la fuente y la disponibilidad de almiddn en el rumen, aungue se requiere mas

investigacion, especialmente bajo el pastoreo. Al mismo tiempo, es necesario realizar estudios
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sobre el balance de N en la diversa genética de vacas que se encuentran en la regién, con la
finalidad de alcanzar una mayor adaptacion a las condiciones climéticas extremas y una mayor

EUN con un mejor resultado econémico global.

Por ultimo, el potencial de utilizar el NUL como un predictor de la EUN y la excrecién de N,
es de particular interés (Jonker et al., 1998; Hoekstra et al., 2020), especialmente para mejorar
estratégicamente la utilizacion de N y el rendimiento animal utilizando técnicas sencillas y
econdmicas, pudiendo ademas estar directamente relacionado con el potencial de una dieta para
contribuir a la excrecion al ambiente y, en consecuencia, a la lixiviacion de NOs hacia aguas
subterrdnea. La evaluacion de dicho indicador en sistemas lecheros reales seria clave para poder
continuar con el conocimiento y monitoreo de los niveles de PB, las EUN y los riesgos de
contaminacion en los tambos de Argentina. Para ello, el trabajo de investigacion realizado
integrado a otros datos publicados o disponibles localmente serd utilizado para desarrollar un
modelo mecanicista de utilizacion del N, pudiendo proporcionar herramientas (tiles para a

prediccion de su excrecion al ambiente.

Los efectos combinados de un aumento en el costo de la proteina de la dieta y la legislacion
introducida en varios paises sobre el almacenamiento y la aplicacion de estiércol y purines han
resultado en un renovado interés por reducir los niveles de proteina en las dietas de vacas lecheras

(Sinclair et al., 2014) y por eso estos impactos referidos deben ser estudiados.

6.3. CONCLUSIONES

El contenido de PB en la dieta es el factor mas importante que determina la eficiencia en el uso del

N, y por lo tanto la magnitud de las pérdidas de N en el ambiente. Sin embargo, disminuir la
concentracion de PB en la dieta puede resultar en una disminucién de la productividad de los

animales, del contenido proteico de la mismay por lo tanto del resultado econémico de la empresa.

Proporcionar una cantidad adecuada de PB en la dieta es uno de los factores criticos en la
nutricion de las vacas lecheras para lograr maximizar la produccion y el resultado econdémico,
minimizando el consumo de proteinas y la eliminacion de N al ambiente mediante las excretas.
Sin embargo, si bien un aumento del N entregado en la dieta puede permitir un mayor rendimiento
en leche, con niveles de proteina en leche variables, la eficiencia de la conversion del N consumido
en proteina de la leche disminuira de manera esperable, al igual que aumentara la excrecion de N,

principalmente a través de la orina. Estos resultados muestran que la optimizacion del contenido
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de PB debera ser un balance entre los impactos economicos y ambientales en la produccion de
leche, ya que el consumo excesivo de N implicaria una mayor uremia, como resultado de una
mayor produccion de NHs en el rumen por los microorganismos que se perderia en forma de urea
a traves de la orina, aumentando las emisiones de NHz y N2O. Por lo tanto, ofrecer menores
cantidades de proteinas podria generar una situacion de “ganar-ganar”. Consecuentemente,
reanalizando la literatura consultada y los resultados de esta tesis, la recomendacién general para
una dieta que permita una menor excrecion de N al ambiente y con rendimientos aceptables en

vacas Holstein seria ofrecer dietas con entre 15 a 16% de PB.
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