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RESUMEN

En Uruguay el metano (CH,) representa el 80% de las emisiones de Gases de Efecto
Invernadero (GEIs) y proviene principalmente de la fermentacion entérica. Los
sistemas de produccion lechera en el pais se desarrollan con una alimentacion
basicamente pastoril, y han sido cuestionados por emitir mayores niveles de CH, que
aquellos que incorporan concentrados. Por otro lado, existen diferencias en la
emisién de CH,4 en rumiantes, segin pastoreen gramineas o leguminosas. El objetivo
de este estudio fue estimar las emisiones de CH,4 de vacas lecheras en pastoreo, en
dos pasturas contrastantes: L, donde Medicago sativa y Trifolium repens
representaban el 60% de la Materia Seca (MS) y G, donde Lolium multiflorum
representaba el 76% MS. Se pastore6 en franjas diarias con una asignacion prevista
de 30 kg MS/vaca. Se utiliz6 un disefio de cuadrado latino 2*2, con 8 vacas Holando
en lactacion y 2 periodos de medicion de 21 dias. Se midié produccion de leche y la
emision de CH,4 entérico mediante la técnica de trazado por SFg, adaptada para
recoger muestras durante 5 dias. El consumo de materia organica (MOI) se estimé
por dilucion de 6xido de cromo (Cr,03) vy la digestibilidad del forraje (DMO) por el
método de indicadores fecales (nitrdgeno (N), fibra detergente acida (FDA)). La
composicion quimica inicial difirié entre pasturas: G presentd mayor contenido de
MS (108 g/kg; P<0,001), Fibra detergente neutro (aFDNmo=71 g/kg; P<0,05) y Fibra
detergente acido (FDAmMo=47 g/kg; P<0,10). La biomasa ofrecida (2165 kg MS/ha),
la altura (29,5 cm), la profundidad de defoliacion (9,5 cm) y la utilizacion del forraje
(42%) no difirieron entre pasturas. Esto permitié realizar un pastoreo selectivo,
siendo la calidad del forraje defoliado superior a la del ofrecido, sin evidenciarse
diferencias en la composicion quimica del defoliado, ni en DMO (70,7%), ni en MOI
(15,7 kg MO), asi como tampoco en produccion de leche (20,3 kg/d) ni en emisiones
de CHy, (368 g/d). En conclusién, debido a la alta asignacién de forraje, ni la calidad
de las dietas seleccionadas por las vacas en pastoreo ni el consumo voluntario difirid
entre las pasturas (L vs. G). Esto indica que las propiedades de la dieta (asociado a
digestibilidad y consumo) tienen mayor importancia que las propiedades inherentes
de gramineas y leguminosas en relacion a las emisiones de CHy.

Palabras clave: vacas lecheras, CH,4, SFg, pastoreo, consumo
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SUMMARY
ENTERIC METHANE EMISSIONS FROM DAIRY COWS AT
GRASSLAND PASTURES DOMINATED BY GRASSES OR LEGUMES

In Uruguay, methane (CH,) represents 80% of the emissions of greenhouse gases
(GHGs) and comes mainly from enteric fermentation. Dairy productions systems in the
country are based on grazing, and have been questioned for higher CH, emissions than
those based on feedstuff. On the other hand, there are differences in the emission of
CH,4 from ruminants grazing grasses or legumes. The aim of this study was to estimate
emissions of CH, from dairy cows grazing at two contrasting pastures: L, where
Medicago sativa and Trifolium repens accounted for 60% of dry matter (DM) and G,
where Lolium multiflorum accounted for 76% of DM. They were grazed in daily strips
with provided an allocation of 30 kg DM/cow. A 2x2 Latin square design was used,
with 8 lactating Holstein dairy cows and two measurement periods of 21 days. Milk
production was measured and enteric CH, emission using the SFg tracer technique
adapted for extended sample collection across 5 days. Organic matter intake (OMI)
was estimated using chromium oxide (Cr,O3) and forage digestibility (OMD) was
estimated by the fecal indicators method (nitrogen (N) and acid detergent fibre
(ADF)). The initial chemical composition differed between pastures: G had higher DM
content (108 g/kg, P<0.001), neutral detergent fiber (aNDFom= 71 g/kg, P<0.05) and
acid detergent fiber (ADFom=47 g/kg, P<0.10). Mass of herbage offered (2165 kg
DM/ha), height (29.5 cm), depth of defoliation (9.5 cm) and forage utilization (42%)
did not differ between pastures. This allowed selective grazing, forage quality being
defoliated higher than the offer, without differences in the chemical composition of
defoliated, or OMD (70.7%), or OMI (15.7 kg OM), nor in milk production (20.3 kg/d)
or CH,4 emissions (368 g/d). In conclusion, due to high herbage allowances, neither
the quality of the diets selected by the grazing cows nor the voluntary feed intake
differed between pastures (L vs. G). This finding indicates that diet properties
(associated to feed digestibility and intake) overrides the inherent properties of
grasses and legumes in regards to CH, emission.

Keywords: dairy cows, CH,, SFg, grazing, intake
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1. INTRODUCCION

El Cambio Climatico fue declarado en la Cumbre de la Tierra de Rio de
Janeiro (1992), como uno de los tres grandes problemas ambientales de naturaleza
global, junto a la pérdida de biodiversidad y al adelgazamiento de la capa de ozono
estratosférico (ONU, 1992). En dicha Cumbre se firmé la Convencién Marco de las
Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico (CMNUCC), teniendo como principal
objetivo la estabilizacién de las concentraciones de gases de efecto invernadero
(GElISs) en la atmdsfera (ONU, 1992). Para ello, los paises industrializados, incluidos
en el Anexo | del Protocolo de Kioto (ONU, 1998) se comprometieron a reducir sus
emisiones de gases de efecto invernadero en al menos el 5% (a nivel global) entre
2008-2012, respecto a los niveles de 1990. Los paises que han ratificado el Protocolo
de Kioto (pero que no estdn incluidos en el Anexo I), entre los que se encuentra
Uruguay (desde 1998), proporcionan inventarios peridédicos de los GEls a la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), pero hasta ahora no estan obligados a

reducir sus emisiones.

En Uruguay, la Direccion Nacional de Medio Ambiente (DINAMA) tiene el
cometido de elaborar el Inventario Nacional de GEls, el que se divide en cinco
sectores (1-Energia; 2-Procesos Industriales y uso de Disolventes; 3-Agricultura; 4-
Uso de la Tierra, Cambios en el Uso de la Tierra y Forestacion y 5-Desechos). De
acuerdo al altimo Inventario Nacional de GEIs del 2004 (DINAMA, 2010), el sector
agricultura contribuyé de manera importante (80%) al total de emisiones de GEl,
expresadas en unidades de dioxido de carbono equivalente (CO; eq), principalmente
con aportes de metano (CH,) y oxido nitroso (N2O). En lo referente al total de
emisiones de CHy, del pais, el sector Agricultura representa el 93% del total de dichas
emisiones, siendo la fermentacion entérica la principal fuente de CH, (86,8% del
total nacional) con un alto porcentaje atribuido a la fermentacion entérica de ganado
vacuno (80,4%) (DINAMA, 2010). Estas emisiones cobran relevancia en lo que
respecta al efecto invernadero, dado que el CH, tiene un potencial de calentamiento

global a 100 afos, 25 veces superior al del CO, (IPCC, 2001). Hasta el presente, las



emisiones nacionales han sido calculadas utilizando factores de emision extraidos del
Panel Intergubernamental de Cambio Climatico (IPCC) (1996, 2007) elaborados a
partir de valores reportados en la bibliografia internacional. ElI empleo de estos
factores de emision que no han sido corroborados en las condiciones de los sistemas
de produccidn del pais, podria estar afectando la calidad de los resultados reportados
en los inventarios, por lo que resulta necesario aplicar métodos de calculo con mayor
precision, utilizando factores de emision especificos como buena practica para
reducir incertidumbres (IPCC, 2007).

Los sistemas de produccion pastoriles han sido particularmente cuestionados
por emitir mas CH, entérico por unidad de producto que los sistemas mixtos o
aquellos basados en el alto uso de concentrados. En este sentido, para paises
agroexportadores como Uruguay, donde los sistemas de produccién de leche son en
su mayoria de base pastoril, se debe enfrentar el reto de incrementar la productividad
animal (ej. carne y leche) para satisfacer la demanda creciente de alimentos (FAO,
2011) y al mismo tiempo reducir las emisiones de CH,4 por unidad de producto
animal (ej. kg CH4/L leche o kg CH4/kg carne) (Makkar y Vercoe, 2007). A su vez,
existe una necesidad para los paises que han ratificado el Protocolo de Kioto (1997)
de implementar metodologias para determinar las emisiones de GEIs que sean
precisas, que tengan potencialidad de uso en el largo plazo y que sean comparables

para la toma de decisiones politicas a nivel nacional e internacional (IPCC, 1996).

La mayoria de las medidas de produccion de CH,4 a nivel mundial se han realizado en
camaras atmosféricas (Vermorel 1995, Blaxter y Clapperton 1965) pero para paises
como Uruguay, el principal requerimiento es poder realizar las mediciones de CH,4 de
origen entérico en condiciones de pastoreo. Es por ello que este trabajo se planteo la
necesidad de comenzar a obtener valores de emisidn nacionales que permitan en un
futuro, elaborar factores de emision que reflejen las principales condiciones
productivas del pais. El presente estudio, utiliza la técnica que utiliza el hexafloruro
de azufre (SFg) como trazador de la produccion entérica de CHy, la cual permite la



estimacion de las emisiones de CH, de animales individuales en pastoreo (Lassey et
al. 1997, Johnson et al. 1994) y es la que se utilizara en el presente trabajo.

1.1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1.1. Importancia del CH, como GEI

El calentamiento global esta asociado al incremento de las emisiones de gases
de efecto invernadero (GEI) hacia la atmdsfera. Los principales GEIs que se emiten a
causa de las actividades antropogénicas son, CO,, CH; y N,O. Estas emisiones
cobran relevancia en lo que respecta al “efecto invernadero” ya que, el CHy tiene un
poder de calentamiento 25 veces mayor al CO, (IPCC, 2007), es decir, que cada kg
de CH, liberado a la atmosfera contribuye al calentamiento global relativo tanto
como la emisién de 25 kg de CO,, calculado para un horizonte temporal de 100 afios
(Cambra-Lopez et al., 2008). Si bien, el vapor de agua es el principal GEI, su
concentracion en la atmosfera es muy variable y dificil de monitorear (Blas et al.,
2008).

La concentracion de CO, en la atmdsfera ha aumentado de manera significativa
desde la Revolucion Industrial provocando el actual “calentamiento de la Tierra”. A
partir del afio 1950 se dispararon las emisiones debidas al uso de combustibles
fosiles, tanto las de petréleo como las de carbon y gas natural. En el mismo sentido,
la concentracion de CH,4 en la atmdsfera también se ha incrementado a lo largo de los
afios, pasando de 580-730 partes por billén (ppb, volumen/volumen), en tiempos
preindustriales a 1774 ppb, en la actualidad (Lelieveld, 1998). Segln Primavesi et al.
(2004), aproximadamente el 70% de las emisiones de CH, estan relacionadas con las
actividades humanas y los rumiantes son responsables del 25% de dichas emisiones
(Makkar y Vercoe, 2007).

El aumento de la concentracion de los GEIs en la atmosfera esta incrementando la
temperatura en la Tierra y las estimaciones realizadas a través de modelos indican,
para algunos escenarios de emisiones futuras, que antes de fin de siglo el aumento
sera del orden de 2 a 6 °C (Forster et al. 2007, IPCC 2007). Las observaciones



directas de cambio recientes, a escala global y regional son el aumento de las
temperaturas medias en el aire y en los océanos, el derretimiento de nieve y hielos, y

el aumento del nivel medio del mar.

1.1.2. Emisiones de GEls en Uruguay

Uruguay es un pais que presenta una participacion en las emisiones de GEI
per cépita mayor al promedio mundial pero sensiblemente menor a la de los paises
industrializados. Este indicador es segun el ultimo Inventario de Emisiones de GEI
realizado por Uruguay de aproximadamente 8 ton CO, eq (situacion para el afio
2004) (DINAMA 2010).

A diferencia del perfil mundial de emisiones, donde el CO; representa el 73% de las
emisiones totales (UNICEN, 2006), Uruguay presenta como particularidad que el
80% de las emisiones de GEI provienen de la produccion agropecuaria, y en
particular de la ganaderia. Las emisiones de CH, en Uruguay se originan
fundamentalmente en el tracto digestivo de los rumiantes como producto final de la
fermentacion de los alimentos. De acuerdo al alto nimero de vacunos en relacion al
bajo nimero de habitantes es que Uruguay presenta un nivel de emisiones per capita
alto. Sin embargo, este indicador no debe ser tomado como representativo de la
situacion actual del pais frente a la emision global de GEls a la atmdsfera ya que, el

pais contribuye solo al 0,2% de las emisiones globales de este GEI (UNICEN, 2006).

Si bien, Uruguay no forma parte del Anexo | del Protocolo de Kioto (por lo que ain
no existe un compromiso de disminuir sus emisiones) ni sus niveles de emision de
GEls a la atmoésfera son significativos respecto a los niveles globales, se debe tener
en cuenta que existe a nivel mundial un nuevo escenario que incorpora el concepto
de Huella de Carbono del producto como informacion adicional para los
consumidores. La Huella de Carbono es la suma de todas las emisiones (directas e
indirectas) de GEls (expresada en CO; eq) que estan asociados a la produccion de un
determinado bien, en este caso, de los productos como la carne y la leche (Krishnan,

2008). Esto implica que si en un futuro se utiliza este valor como una barrera para-



arancelaria, el pais no solo deber4 competir a nivel mundial en base a costos de
produccion sino que se introduciran nuevos criterios como la competitividad
“ambiental”, donde se debera incluir informacion sobre la huella de carbono por
unidad de producto exportado. Por este motivo resulta de interés que se comiencen a
obtener datos nacionales sobre emision de GEls, ya que hasta el momento Uruguay
elabora sus Inventarios utilizando Factores de Emision (Tier 1y 2, reportados por el
IPCC) (DINAMA, 2010) lo que podria estar afectando no solo la confiabilidad de los

Inventarios sino también la Huella de Carbono de los productos exportados.

1.1.3. Produccion, emision y rendimiento de metano por rumiantes

El alimento que ingresa al aparato digestivo de los rumiantes no esta
directamente disponible para ser utilizado por el animal. Este sufre primero una
accion mecénica producida por la masticacion, que permite reducir el tamafio de la
particula, pero no es suficiente para permitir la absorcién de los nutrientes. Luego, el
alimento sufre una transformacion adicional en el rumen por accion de la rumia y por
la accién de los microorganismos ruminales (Church, 1990), los cuales fermentan
una parte de los componentes del alimento ingerido por el animal (ej. celulosa,
hemicelulosa, almidon y pectinas) (Blas et al. 2008, Martin et al. 2008). De esta
fermentacion los microorganismos obtienen la energia necesaria para sus funciones
vitales y el animal accede a una parte del alimento (ej. cidos grasos volatiles, AGV)
que de otra forma le resultaria indigestible.

Los microorganismos ruminales tienen enzimas capaces de actuar sobre los
carbohidratos de reserva (almidon) asi como también sobre los carbohidratos
estructurales (celulosa, hemicelulosa y pectinas) que componen las paredes celulares.
Luego la flora microbiana fermenta los azlcares liberados dando lugar a la
formacion de acidos grasos volatiles (AGV) (acetato, propionato y butirato), CO,,
CH, y calor (McDonald et al., 1995), asi como al crecimiento y proliferacion de los
propios microorganismos (Blas et al., 2008). La relacion de AGV producidos, es un

aspecto a considerar ya que regula la produccion de hidrogeniones (H.) y por ende la



produccion de CH,4 (Johnson y Johnson, 1995). De esta forma, por cada molécula de
glucosa (que tiene 6 C) se puede generar 2 acetatos o 2 propionatos o 1 butirato
(Church, 1990). Esto implica que en la formacion de acetato y butirato se liberan H,
que promueven la produccion de CH,, mientras que la formacion de propionato
implica captura de H,, por lo que puede ser considerada como una forma competitiva
en el uso del H, (Vlaming 2008, Moss et al. 2000).

Entonces, el CH, es uno de los productos finales de la fermentacion microbiana de
los hidratos de carbono del alimento y es formado por Arqueobacterias (Martin et al.
2008, Vlaming 2008) quienes poseen la capacidad de reducir el CO, usando H, como
unica fuente de energia, con la formacién de CH, y H,O (Clark et al. 2011, Vlaming
2008). Las Arqueobacterias son anaerobias estrictas, y muy sensibles a cambios en el
medio ruminal, especialmente pH, siendo su rango éptimo de 6,5 a 7,0 (similar al de
las bacterias celuloliticas) (Blas et al., 2008). Ambos tipos de microorganismos estan
asociadas a la produccién de acetato, donde se libera CO,, necesario para la
formacion de CH,, por lo que existe una relaciéon directa entre la formacion de
acetato y CH, (Martin et al., 2008).

El CH,4 no puede ser utilizado por el animal y es eliminado en mayor proporcion por
eructos o por exhalacion junto con otros gases producidos en el rumen. La formacién
de CHy, representa para el animal una pérdida de entre el 2 al 12% de la energia bruta
ingerida en los alimentos (Vlaming 2008, Lopez y Newbold 2007, Pinares-Patifio et
al. 2003b, Johnson y Johnson 1995) o del 8 al 14% de la energia digestible ingerida
en los alimentos (Cottle et al., 2011), resultando en fuente de emision de GEls hacia
la atmosfera (Vlaming 2008, Makkar y Vercoe 2007). En cambio, la metanogénesis y
la eliminacion de los gases son un componente esencial en el rumen (Clark et al.,
2011) ya que, permite mantener el pH ruminal en condiciones estables para la
actividad microbiolégica (Martin et al., 2010). Entonces, la importancia de la
metanogénesis radica en que, la formacion de CH, es la principal via para la
remocion del H, generado durante la produccion de ATP por los microorganismos

anaerobicos del rumen (Martin et al., 2008). Por ello, cualquier intento de modificar



la produccién de CH, ruminal debe tener en cuenta la forma alternativa de remocién
del H,, de manera que no se vea perjudicada la eficiencia del sistema digestivo (Clark
etal., 2011).

Las pérdidas de CH,4 en términos de energia, se expresan normalmente como fraccion
de la Energia Bruta ingerida (EBI), este término es conocido como methane yield
(Ym) (Lassey, 2007). Como se indica en las guias del IPCC (2007, 1996), el valor de
Ym depende de la calidad y la digestibilidad de las distintas dietas. Los valores de
Ym que se encuentran en la bibliografia varian, como ya se menciond, entre el 2% y
el 12% de la energia ingerida para distintas dietas (Johnson y Johnson 1995), si bien
los valores extremos corresponden a situaciones no usuales en la practica. En
cambio, el IPCC (2007) propone valores de Ym entre el 2% (feedlot con 90% de la
dieta a base de concentrados) y el 7,5% (vacunos en diferentes sistemas de
produccion pastoril). En este sentido, el valor de Ym reportado por el IPCC para
animales en pastoreo de 6,5% corresponde a 19,8 g CHs/kg MS consumida,
considerando, como regla general, que muchos alimentos contienen alrededor de
18,4 MJ de EB/kg MS y el CH, contiene 55,65 MJ/kg, lo que da el valor tipico de
Ym mencionado (Lassey, 2007).

1.1.4. Efecto de las caracteristicas del forraje sobre la emisién de CH, entérico

Si bien es sabido que las dietas en base a forrajes presentan mayor Ym que
dietas en base a concentrados (Harper et al., 1999), existen también diferencias de
pérdidas de energia bruta ingerida como CH, en funcién del tipo de forraje (Ramirez-
Restrepo y Barry, 2005). Existen en la bibliografia varias evidencias de que la
incorporacion en las pasturas de forrajes de alta calidad nutricional como las
leguminosas, conducen a una menor emision de CH, por unidad de materia seca
ingerida (MSI), comparado con la emision obtenida en pasturas de baja calidad,
como es el caso de algunas gramineas forrajeras (Hammond et al. 2011, Vlaming
2008, Waghorn y Woodward 2006, Ramirez-Restrepo y Barry 2005, Waghorn et al.
2002). En este sentido, Waghorn y Woodward (2006) reportan un ensayo donde



ovejas alimentadas con Trifolium repens o Lotus pedunculatus producen menos CH,4
por unidad de MS ingerida (12 g/kg MSI) en comparacion a las emisiones obtenidas
en dichas ovejas pero consumiendo Lolium sp. (26 g/kg MSI). Esto se explica por un
menor contenido de fibra de las leguminosas, mayor proporcion de carbohidratos
rdpidamente fermentables y mayor tasa de pasaje (y por ende menor tasa de
fermentacion) (Kasuya y Takahashi, 2010), provocando asi una bajada del pH
ruminal (explicado por un menor tiempo de rumia y salivacion) y una reduccién de la
relacién acético/propionico (Williams et al., 2005), lo cual baja el exceso de H, en

rumen y por ende la metanogénesis.

Cuando las pasturas son predominantemente a base de gramineas (naturales y/o
sembradas) se da una mayor pérdida de energia bruta ingerida como CHj, en relacién
a la obtenida en predominio de leguminosas, ya que, las gramineas proporcionan
mayores niveles de fibra que estimulan la rumia, menor tasa de pasaje y mayor tasa
de fermentacion, con altos niveles de acético e H, todo lo cual afecta la
metanogénesis (Waghorn y Woodward, 2006). Este efecto también se ha estudiado
en pasturas mezclas de gramineas y leguminosas. Se ha reportado que si se incluye
una proporcion menor a 30% de leguminosas, en una mezcla de gramineas y
leguminosas, tampoco se logra un efecto en la reduccion de la emision de CH,4 (Lee
et al., 2004), ya que no se logra afectar la tasa de pasaje y fermentacion ruminal, ni
se logran modificar las relaciones de AGV requeridas para disminuir la
metanogénesis. En cambio, se ha reportado que incorporar proporciones de 30% o
mayores de leguminosas, disminuye un 10-16% la produccion de CH, (Lee et al.
2004, McCaughey et al. 1999). En este sentido, Knight et al. (2008), reportan que
animales consumiendo una mezcla compuesta por 70% Lolium sp. y 30% Trifolium
repens, logran una reduccion del 17-24% de la produccion de CH4, en comparacion a
la emision obtenida por dichos animales pero en una pastura 100% Lolium sp.
Siguiendo la misma linea de trabajo, Lee et al. (2004) reportan que animales
consumiendo una mezcla de Trifolium repens y Lolium sp., y usando proporciones
crecientes de Trifolium repens en la mezcla forrajera, logran un incremento lineal de

la MS ingerida y una reduccion de la produccion de CH, por unidad de MS ingerida.



En este trabajo se observd que animales alimentados con una pastura mezcla, con
60% Trifolium repens, consumieron 20,5 kg MS/vaca/d, con una emision de CH, de
18,1 g /kg MS ingerida. Cuando se compararon estos valores con los obtenidos en
una pastura sin incorporacion de leguminosas (100% Lolium sp.) se observo en este
ultimo caso, un menor consumo (15,6 kg MS/vaca/d) y mayor emision de CH,4 por
unidad de consumo (21,7 g CH4/kg MS ingerida), lo cual concuerda también con lo
planteado por Knight et al. (2008). Por lo tanto, se puede considerar a la
incorporacion de altos niveles de leguminosas en las mezclas forrajeras como una
estrategia de mitigacion de las emisiones de CH,4 en animales en pastoreo (VIaming,
2008).

Se reporta en la bibliografia que el efecto en la reduccién de la emision de CHy
ruminal a partir de la incorporacion de leguminosas en las pasturas debe tener en
cuenta ademas, aspectos como la presencia de Taninos Condensados (TC) en algunas
leguminosas como es el caso del género Lotus, que si bien no es objeto de estudio de
este trabajo no se debe dejar de mencionar. Segin Ramirez-Restrepo y Barry (2005),
Lassey et al. (1997) esta especie forrajera posee una concentracion de TC de 27 g/kg
MS en promedio (para las condiciones de Nueva Zelanda). Segun dichos autores,
esta forrajera permite un incremento del consumo de MS y de la produccion de leche
y una reduccion de la produccién de CH4/kg MSI, con respecto a dietas en base a
gramineas puras. En este sentido, Woodward et al. (2004) reportan en vacas lecheras
en pastoreo de Lotus corniculatus un incremento del consumo de MS de 17% (en
relacién a los valores obtenidos en Lolium perenne) con una reduccion del 18% de la
emisién de CH,; (19,9 vs. 24,5 g CHs/kg MSI, respectivamente). Los autores
adjudican un 13% de dicha reduccion de la emision de CH, al efecto de los taninos
del Lotus (con niveles de TC no reportados). Si bien existen varios trabajos que
hacen referencia al efecto de los TC sobre la disminucién de la emisién de CHy, ain
no se conoce claramente la causa que provoca dicha disminucion (Klein et al., 2008),
mencionandose en la bibliografia por ejemplo que los TC forman enlaces con las
proteinas del forraje (reversibles a pH acido), lo que reduce la degradacion de la

proteina a nivel ruminal (Ramirez-Restrepo y Barry, 2005) o que los TC generan una



inhibicién de metandgenos en el rumen (Martin et al., 2010). Por otro lado, al
momento de evaluar la incorporacion de leguminosas como contribuyentes a la
reduccion de las pérdidas de energia como CHy, se debe tener en cuenta también la
presencia de compuestos como la pectina (hidratos de carbono que forman el 10-12%
de la MS de las leguminosas). En este sentido, Waghorn y Woodward (2006)
ofrecieron una dieta rica en pectina (10% de MS), a ovejas y observaron que esta se
convertia principalmente en CH, sin afectar la produccion de AGV, lo que segun
estos autores podria explicar parte de las diferencias entre las emisiones de CHy

procedentes de animales alimentados con leguminosas.

Por otro lado, la comparacién entre gramineas C3 y C4 en la bibliografia también
arroja diferencias sobre la produccion de CH,4 entérico, pero con un efecto potencial
menor sobre dicha reduccion que los factores explicados anteriormente. En este
sentido, Archimede et al. (2011), usando un meta-analisis para comparar la emision
de CH, entre gramineas C3 y C4, con contenidos de FDN, digestibilidad y nivel de
consumo similares, concluyen que las gramineas C4 producen 10-17% mas CHa/kg
MSI que las gramineas C3, explicado principalmente por el mayor tiempo de
retencion en el rumen. La mayor emision de CH,4 por parte de las gramineas C4 se
puede atribuir a que estas tienen mayores contenidos de FDN, por lo cual puede
alcanzar valores de 8,6-9,6% de la energia bruta ingerida por el animal perdida como
CH,4 (Archiméde et al., 2011).

Ademas de las diferencias entre forrajes, existen trabajos que mencionan

factores adicionales de la dieta en general, como determinantes de la emisién de CHy,
entre ellos: la composicion quimica y la digestibilidad.
En relacion a la composicidn quimica, Kasuya y Takahashi (2010), Pinares-Patifio et
al. (2003b) reportan una alta correlacién entre la produccion de CH4 y la FDN
ingerida (kg/d) (r=0,73 y 0,99; p<0,01, respectivamente). Kasuya y Takahashi (2010)
reportan ademas una alta correlacion entre la emision de CH, y el consumo de FDN
digestible (r = 0,84; p<0,01) (Fig. 1).
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Figura 1. Relacion entre FDN digestible ingerida 'y CH,4
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Fuente: Kasuya y Takahashi (2010)

Este efecto de la FDN digestible ingerida radica en que esta es una medida del
consumo de carbohidratos estructurales digestibles, y la produccién entérica de CH,4
esta asociada mayoritariamente a la fermentacion y digestion de la fibra en el rumen,
por lo que este indicador es reconocido como un buen predictor de la produccion de

CH, ruminal.

En relacion a la digestibilidad de las pasturas, se ha evidenciado que existe una
relacién negativa entre las pérdidas de EBI en CH, y la digestibilidad de los forrajes
(Harper et al. 1999, Vermorel 1995). En cambio en un estudio donde se alimentaron
corderos con Lolium sp. con 67 y 77% de Materia Organica digestible (MOD), que
corresponde a estado reproductivo y vegetativo, respectivamente, no se reportaron
diferencias significativas en la produccién de CH, (23,7 y 22,9 g CH4/kg MSI,
respectivamente) (Molano y Clark, 2008). Esta falta de relacion entre la
digestibilidad y le emision de CH, fue atribuida por los autores a que las
caracteristicas de la dieta utilizada no indujo cambios en el ambiente ruminal
(variacién de pH, tasa de pasaje, etc.) que afectara la relacion de AGV producidos y

por ende la produccién de CH, En cambio, se evidenciaron efectos sobre el
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consumo: en estado reproductivo el rango de consumo fue de 0,54 a 1,46 kg/d y en
estado vegetativo de 0,74 a 1,69 kg/d, lo que esta asociado a la calidad del forraje.
Este trabajo deja en evidencia que la relacion entre las pérdidas de EBI en CH, y la
digestibilidad de los forrajes, por si sola, no permite explicar las variaciones en las
emisiones de CH,4 ruminal, lo cual también fué reportado por Clark et al. (2011), y
Johnson y Johnson (1995). En este sentido, Molano y Clark (2008), evidenciaron un

efecto de las dietas sobre el consumo (Fig. 2) y de este sobre la produccion de CHy,

Figura 2. Relacion entre la produccion de CH4 y la MS consumida, en raigrés en
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Hindrichsen et al. (2006) y Benchaar et al. (2001) hacen referencia a que ademés de
la digestibilidad de los forrajes se debe observar el consumo, evidenciando una
relacién negativa entre este Gltimo y las pérdidas de CH4/kg MSI, la cual a su vez, es
mas manifiesta en dietas con alta digestibilidad. Robertson y Waghorn (2002) en un
trabajo con vacas lecheras en pastoreo reportan que en primavera estos animales
perdieron entre el 4,5 al 5,3% de la EBI como CH,, mientras que durante el pastoreo
en verano las pérdidas fueron del orden del 6 al 7% de la EBI como CHy,, asociado
con una disminucion de la digestibilidad del forraje y del consumo (por mayor
tiempo de retencion). Por ello, pareceria que alimentar con forrajes de alta
digestibilidad, a niveles que tengan incidencia sobre los parametros ruminales (pH,

produccién y relacién de AGV, tasa de pasaje, etc.) y por ende sobre el consumo,
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puede ser una estrategia para disminuir las emisiones de CHy, lo cual coincide con lo
reportado por Clark et al. (2011), Kasuya y Takahashi (2010), Hart et al. (2009),
Williams et al. (2005). Esto a su vez, conduciria a una reduccion de la emision

debido a la mejora de la productividad animal.

No se debe de desconocer que existen factores animales que también inducen una
variacion individual en la emisién de CH, diaria. Es sabido que existen variaciones
en la produccién de CH, tanto a nivel de individuo como de animales dentro de un
mismo rodeo (Pinares-Patifio et al. 2007, Pinares-Patifio et al. 2003a). A nivel del
animal, la produccion de CH,4 depende de la eficiencia de la digestion fermentativa
en el rumen. Los posibles factores asociadas a la variacion en el rendimiento diario
de CH,4 pueden ser atribuibles a caracteristicas propias del tracto digestivo como
velocidad de consumo, produccion y composicion de saliva, capacidad ruminal y
tasas de pasaje de la fraccion solida y liquida en el rumen (Varga y Kolver, 1997). En
relacién a la variabilidad en la produccion de CH,4 entre animales de un mismo rodeo,
esta puede ser explicada por diferencias en los ecosistemas microbianos y
caracteristicas del tracto digestivo, como ya se menciond (Martin et al. 2008,
Vlaming 2008). En este sentido, Lee et al. (2004) en un trabajo con vacas Holstein
alimentadas ad libitum con una mezcla de Trifolium repens y Lolium sp., y usando
proporciones incrementales de Trifolium repens en la dieta, no lograron establecer
una relacion significativa (R?=0,27) entre el consumo incremental de Trifolium
repens y la perdida de energia consumida como CHy, debido a la alta variabilidad

individual en las emisiones (Fig. 3).
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Figura 3. Influencia del contenido de Trifolium repens en la pastura sobre la emision

de CH, entérico de vacas lecheras
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Dicha variabilidad puede ser a futuro una alternativa de seleccién genética (Lee et

al., 2004), lo que permitiria la mitigacién de las emisiones de CH4 por unidad de

MSI.
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1.2. METODOLOGIA PARA LA ESTIMACION DE CH, ENTERICO EN
ANIMALES EN PASTOREO

1.2.1. Fundamentacioén

La técnica que utiliza SFs como trazador para la medicion de las emisiones de
CH, entérico fue desarrollada por Kristen A. Johnson y Hal H. Westberg, en
Washington State University, Pullman, Washington, EE.UU (Johnson et al., 1994).

El desarrollo de esta técnica se fundamenta en el conocimiento de que
aproximadamente el 95% del CH,4 ruminal (87% de la produccién total) es eructado y
que el 89% del CH,4 generado en intestino grueso (11% del total) se elimina a través
de los pulmones. Asi, aproximadamente el 99% de la produccion total de CH,4 es
exhalado por boca y nariz (83% por eructacion y 16% por exhalacion) (Murray et al.,
1976).

Un aspecto clave de la técnica es el uso del trazador. Para ello, se introduce en el
rumen del animal una cépsula conteniendo SFg, con una tasa de liberacién conocida.
El trazador se acumula en el rumen, y es posteriormente liberado por eructos junto
con el CH,. El principio de esta técnica radica en que se ha demostrado que la razén
entre las concentraciones medias de CH,4 y SFg, determinadas en dichas muestras de
aire, es una buena aproximacion a la razon entre la tasa de emision de cada capsula y
la tasa media de emision de CH,4 (Johnson et al., 1994). Entonces, si se conoce la
cantidad total de trazador liberada en el lapso de recoleccion de la muestra,
multiplicando esta cantidad por la razon de las concentraciones CH4/SFg, se obtiene

la emision de CH4 en el lapso de recoleccion de la muestra.

En relacidn al trazador utilizado para la medicidn de las emisiones de CHy, este debe
satisfacer algunas condiciones (Primavesi et al., 2004):
1) la tasa de liberacion de la capsula debe ser constante y predecible,

2) el marcador no debe influir en la fermentacion ruminal,
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3) debe detectarse a bajas concentraciones,
4) debe ser inerte y no debe ser toxico. Varios trazadores fueron propuestos y usados
para estimar CH; pero solo el SFg cumple satisfactoriamente con los requisitos

propuestos (Johnson et al., 2007).

Una de las principales ventajas de la técnica de trazado por SFg frente al uso de
camaras atmosfeéricas es que elimina la necesidad de encerrar al animal, permitiendo
asi que este se pueda mover y pastorear libremente. Ademas, no es necesario tomar
muestras en el rumen de los animales dado que todo el CH,4 producido es excretado
ya sea, por exhalacién o eructacion y por consiguiente solo una pequefia fraccion,
pero representativa de esta excrecion es recogida alrededor de la boca y la nariz de
cada animal, el cual relacionandolo con la cantidad de trazador muestreado se
traducird en una buena estimacién de la produccion de CH,. La técnica de trazado
por SFe permite la medicion de las emisiones de gases a partir de animales
individuales bajo condiciones de pastoreo y tiene un importante potencial para

superar la falta de informacion en esta area (Pinares-Patifio et al., 2007).

A pesar de las ventajas de la técnica de SFg, algunos investigadores se han
cuestionado si existen diferencias en los valores de CH, obtenidos en camaras
atmosféricas en comparacion a los valores obtenidos en pastoreo, para lo cual han
realizado comparaciones entre ambas técnicas (Pinares-Patifio et al. 2011, Grainger
et al. 2007, McGinn et al. 2006, Lassey 2007, Boadi y Wittenberg 2002, Johnson y
Johnson 1995, Johnson et al. 1994). Dichos investigadores reportan que no se
encontraron diferencias significativas en los valores promedio de emision de CH,
utilizando la técnica en animales en pastoreo en relacion a los valores medios
obtenidos por calorimetria. A modo de referencia, Grainger et al. (2007) reportan que
las emisiones de CHa, en vacas lecheras, obtenidas con la técnica de SFg fueron
similares a las obtenidas en camaras atmosféricas (331 vs. 322 g de CHj/d/vaca,
respectivamente). En el mismo sentido, McGinn et al. (2006) reportan que la técnica
de SFg subestimd los valores de CH,4en un 4% respecto al valor obtenido en camaras,

aunque dicha diferencia no fue significativa (P=0,05).
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1.2.2. Cépsula emisora de SFg

Como se menciono anteriormente, no se han encontrado diferencias
significativas en los valores promedio de emision de CH, utilizando la técnica de
trazado por SFs y las mediciones en camaras atmosféricas. Si bien la técnica de
trazado por SFg original presenta ciertas ventajas frente al uso de cAmaras, no se debe
desconocer que presenta una alta variabilidad entre animales (Lassey et al., 1997),
que puede estar afectada por la tasa de permeacion de la capsula (Pinares-Patifio et
al. 2011, Vlaming 2008). El origen de la alta variabilidad asociada con la técnica de
trazado por SF¢ ha dado lugar a varias conjeturas y una de ellas se asocia con el
comportamiento del trazador. Después de insertar la capsula de permeacién en el
rumen, se supone que el SFg se libera continuamente a una tasa igual a la pre-
calibrada externamente y se acumula en el espacio libre sobre el liquido ruminal
junto con los gases de fermentacion (esencialmente CH, y CO,). Podria ocurrir que
el SFe emitido quede atrapado temporalmente en burbujas que se adhieren a las
paredes del rumen hasta que su ruptura da a lugar una liberacién repentina del
trazador. De hecho, existen evidencias de la ausencia de SFg en algunas muestras de
aire exhalado por ovejas (con tubos de permeacion insertos en rumen) sobre
intervalos de tiempos breves (unas horas) (Lassey et al., 2011). Este efecto puede
contribuir a una alta variabilidad en las estimaciones de las emisiones de CHa.
Ademas, Pinares-Patifio et al. (2011) reportaron que concentraciones de SFg en
muestreos integrados sobre 24 h recogidas de cdmaras atmosféricas presentaron
anomalias de este tipo. Finalmente, en experimentos con muestreos sobre 24 h
ocasionalmente se encuentran valores de emision tan altos o tan bajos, que son
inexplicables desde un punto de vista fisiologico. En este sentido, periodos de
integracion de las muestras de 5 o 10 dias, podrian evitar estas variaciones en la tasa
de emision del trazador desde el rumen, llevando a estimaciones mas precisas de las
emisiones (Gere, 2012). Se debe tener en cuenta también que, durante periodos
breves (algunas semanas) la tasa de permeacion de la capsula permanece constante,
pero deja de serlo en periodos mayores (en el momento en que la cantidad de SFg

disminuye significativamente). De esta manera, el uso de la capsula pre-calibrada es
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valida para periodos de 60 o 90 dias. A su vez, el comportamiento de la capsula no es
constante en el rumen ya que el SFs es influenciado por la temperatura y la presion
ruminal. En este sentido, la tasa de liberacion del SFs de las capsulas puede influir en
las estimaciones de CH, al utilizar la técnica de trazado por SFg y si se utilizan
capsulas de mayor tasa de permeacion se obtendrd un mejor resultado en la

determinacion del CH4 ruminal (Vlaming, 2008).

Esta técnica se usa en Nueva Zelanda, Australia, Canada, Estados Unidos,
entre otros, para estimar la emision de CH,4 en animales en pastoreo (Grainger et al.
2007, Lassey 2007, Pinares-Patifio et al. 2003b, Boadi y Wittenberg 2002, Lassey y
Ulyatt 1999, Lassey et al. 1997, Johnson et al. 1994). En Uruguay existe un Unico
antecedente de trabajo dirigido a medir emisiones de CH, por fermentaciéon ruminal
en vacunos utilizando este técnica (Mieres et al., 2003). En Argentina (Béarbaro et al.,
2008) y Brasil (Azevedo do Amaral, 2011) esta técnica ha sido recientemente
utilizada en la medicién de emisiones de CH,4 por fermentacion ruminal, pero con

algunas modificaciones.

1.2.3. Adaptacion de la técnica de SF¢ para mediciones en tiempo prolongado

La técnica original, desarrollada por Johnson et al. (1994) consiste en colectar
aire a pocos centimetros del ollar del animal durante un lapso de tiempo establecido
(~ 24 h), donde el efecto de las liberaciones ruminales, conduce a que en la muestra
recolectada la concentracion de CH, sea mayor que en una muestra de aire “puro”.
Habitualmente el recipiente de muestreo es un canister de PVC (en forma de V) con
un volumen comprendido entre los 1,5-2,5 L, disefiado para ser montado sobre el
cuello de los animales. El recipiente debe estar dotado de una valvula que permite
preservar el vacio en su interior, y su estanqueidad (capacidad de conservarlo)

comprobada.

El grupo de Fisico-quimica Ambiental de la Universidad Nacional del Centro de la

Provincia de Buenos Aires (UNICEN), ha realizado algunas adaptaciones a la técnica
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de Johnson (o de trazado por SFg). Como ya se menciond, en la técnica original de
Johnson, se propone el uso de recipientes de PVC, estos han sido utilizados por la
mayoria de los grupos de investigacion (Grainger et al. 2007, McGinn et al. 2006,
Lovett et al. 2003, Lassey et al. 1997), sobre todo por razones de bajo costo y
facilidad de manipulacién (cierres con pegamentos, posibilidad de deformaciones a
moderada temperatura, etc.). Sin embargo, se han detectado algunas dificultades con
el uso de este tipo de recipientes de recoleccion, que implican complicaciones en el
sellado de los canisters con pegamento, lo que no permite garantizar la estanqueidad
de los recipientes recolectores. Ademas, medidas sucesivas de la presion dentro de
los recipientes recolectores (luego de haberlos vaciado) ponen en evidencia un
incremento inicial de la presion muy alto, hasta valores cercanos a los 10 mbar y que
luego disminuia con el pasar de las horas. Este comportamiento es atribuido al
desgase de alguna de las sustancias presentes en el PVC o en los pegamentos y
selladores utilizados para unir el recipiente recolector, lo que interfiere luego en la
calidad de los cromatogramas. Estas evidencias promovieron la posibilidad de
utilizar recipientes construidos con otros materiales, como el acero inoxidable (Gere
y Gratton, 2010). Luego de varios ensayos se ha observado que los recipientes de
acero inoxidable (de 0,5 L) se mantienen practicamente estancos por largos periodos,
conservando el vacio que se efectla en su interior y los cromatogramas son mucho
mas limpios y confiables. A los mismos se les adosa la base de un conector rapido
Swagelok®, que permite mantener cerrado el tubo durante el periodo en que no se
colecta muestra (Gere, 2012).

Otra modificacion importante a la técnica de SFg (Johnson et al., 1994) es el
empleo de un restrictor de flujo diferente, con la ventaja de poder ser regulable para
obtener flujos mas pequefios que los requeridos para la técnica tradicional. En la
técnica original, se usa un capilar de acero inoxidable, donde la restriccién esta dada
por la longitud del capilar y diametro del mismo (Johnson et al., 2007). Para periodos
de 1 h de muestreo se necesita un pequefio capilar, pero para periodos de 24 h este
debe ser del orden de 1 m. Es posible emplear pequefios tramos de capilar, apretando

en una zona especifica hasta lograr el flujo deseado. El tiempo de muestreo es
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definido por el tiempo requerido para acumular 500 mbar de muestra en el tiempo
deseado, el cual es de un dia o menos. La modificacion propuesta respecto a la
técnica original radica en el uso de dispositivos ajustados por la comprension de una
bolilla de acero contra el borde de un orificio cilindrico. De esta forma, la posibilidad
de poder disminuir la tasa de ingreso de aire al recipiente, generd la posibilidad de
extender los periodos de muestreo a varios dias. Estas modificaciones fueron
comparadas bajo condiciones controladas con la técnica tradicional (periodos de
muestreo de 24 h) en Nueva Zelanda empleando 5 vacas lecheras. En dicho trabajo
concluyen que las emisiones de CH,4 no difieren entre ambos sistemas de recoleccion
(Pinares-Patifio et al., 2012). A partir de lo cual se concluye que las modificaciones
realizadas a la técnica original representan una simplificacion logistica ya que es
posible reducir el niUmero de analisis, mejorando la conservacion de las muestras y la
calidad de los cromatogramas, lo que la convierte en una alternativa econémica y
logisticamente conveniente y ademas reduce el estrés provocado en los animales

durante los experimentos (Gere, 2012).

Estas adaptaciones a la técnica de Johnson han permitido disefiar experimentos con
animales en pastoreo en tiempos mayores a los estipulados en la metodologia
original (Gere y Gratton 2010, Gere et al. 2007) y se aplicaron en el presente trabajo.
De esta manera, se emplearon recipientes recolectores de acero inoxidable de 0,5 L
como recipientes de muestreo y el ingreso de la muestra fue regulado mediante

dispositivos ajustables.

1.3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
1.3.1. Hipdtesis

La mayor proporcion de leguminosas en las mezclas forrajeras permite reducir las

emisiones de CH, (expresadas tanto por unidad de alimento consumido como por

unidad de producto) de vacas lecheras en pastoreo sin suplementacion.
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1.3.2. Objetivo general

Determinar a través de la técnica de trazado por SFs adaptada para la medicion en
tiempo prolongado, el efecto de pasturas dominadas por gramineas o leguminosas

sobre las emisiones de CH,4 entérico de vacas lecheras en pastoreo.

1.3.3. Objetivos especificos

- Poner a punto la técnica de trazado por SFg¢ para la cuantificacion de las
emisiones de CH, entérico de vacas lecheras en pastoreo, utilizando la
adaptacion de la técnica para la colecta de muestras en un periodo de tiempo
prolongado (5 dias).

- Evaluar el efecto del tipo de pastura (dominada por leguminosas o por
gramineas) sobre las emisiones de CH,; entérico de vacas lecheras en

produccién.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA DE TRAZADO POR SFs PARA
MEDICIONES EN TIEMPO PROLONGADO

La puesta a punto de la técnica se realizo en el periodo comprendido entre
octubre de 2009 y setiembre de 2010, para ello se siguieron las recomendaciones del
grupo de Fisico Quimica Ambiental de la Universidad Nacional del Centro de la
Provincia de Buenos Aires (Buenos Aires, Argentina) que realizé las adaptaciones a la
técnica de Johnson et al. (1994), que permiten realizar experimentos con animales en
pastoreo a lo largo de varios dias de muestreo. En este trabajo se realizo la colecta de

muestras de aire exhalado a lo largo de periodos de 5 dias.

2.1.1. Homologacion de recipientes recolectores

Se utilizaron recipientes recolectores de acero inoxidable de 0,5 L
(Ingenieria Solydes S.A, Provincia de Buenos Aires, Argentina) (Fig. 4), que
presentan una conexion rapida Swagelok® adosada y son testeados para garantizar la
estanqueidad. Los recipientes fueron vaciados a una presion de 0,5 mbar y se controld
la presién dentro de los mismos a las 48 h (siguiendo las recomendaciones del grupo
de Fisico Quimica Ambiental, UNICEN), para corroborar que habian conservado

eficientemente el vacio.

Figura 4. Recipiente recolector de muestra de acero inoxidable
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Los recipientes, previo a comenzar el ensayo de campo, fueron limpiados con gas
nitrégeno (N,) de alta pureza para evitar la contaminacion de las muestras con aire
espureo. El lavado se efectud llenando los recipientes con 2000 mbar de N, y luego
fueron evacuados a 0,5 mbar. Este procedimiento se realizé dos veces en cada tubo

quedando en condiciones de ser utilizado en el experimento.

2.1.2. Homologacion de restrictores de flujo

De acuerdo a los ajustes realizados por el grupo de Fisico Quimica Ambiental
(UNICEN), las muestras son colectadas de forma continua por periodos establecidos
mediante el ajuste de los restrictores de flujo (Fig. 5) y el mismo puede calibrarse
para la toma de muestra continua desde las 24 h hasta varios dias.

Figura 5. Restrictores de flujo de muestra

,{?_.I'

Estos restrictores, ofrecen una impedancia hidraulica de manera tal que los
recipientes de recoleccion se van llenando de muestra progresivamente. En este
trabajo los restrictores fueron calibrados para recolectar 0,5 bar dentro del recipiente,

en un periodo de 5 dias.
Tanto los restrictores de flujo como los recipientes recolectores fueron testeados en

laboratorio para corroborar su correcto funcionamiento utilizando un vacuémetro

tipo Pirani (0,01-10 mbar) y un manometro diferencial piezoeléctrico (0-2000 mbar).
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2.1.3. Capsulas emisoras de SFg

Las capsulas emisoras de SFg fueron elaboradas por National Institute of
Water & Atmospheric Research (NIWA, Wellington, Nueva Zelanda). Las mismas
consisten en una barra de bronce que posee una cavidad en la que contiene el SFg y
estd cerrada mediante una membrana de teflon (mecanicamente sostenida por una

microgrilla de acero inoxidable) (Johnson et al., 2007) (Fig. 6).

Figura 6. Capsula emisora de SFg

En la capsula se encuentran en equilibrio las fases gaseosa y condensada de SFg, lo
cual a 39 °C (temperatura que simula la temperatura en el rumen), significa una
presion de vapor de alrededor de 40 bar. Se origina, entonces, un flujo de gas a través
de la membrana, préacticamente constante, cuyo valor esta regulado por la

temperatura.

Previo inclusion en el rumen, las capsulas fueron calibradas colocandolas en un
recipiente plastico inmerso en un bafio maria a 39 °C, durante 4 semanas, para
determinar la tasa de permeacién (TP) de SF¢ (mg/d) de cada capsula (Johnson et al.,
2007). Durante ese tiempo, las capsulas fueron pesadas cada 3 dias (a la misma hora)
y los valores obtenidos se ajustaron mediante regresion lineal (masa vs. tiempo). De
las 10 capsulas calibradas, se seleccionaron las 8 que presentaron la mayor TP (en el
rango 6,915-6,093 mg/d; R? promedio= 0,9993 + 0,00033) y se asignaron a los

animales procurando la menor variacion del SFg emitido entre cada lote (Garry
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Waghorn, comunicacion personal, 10 de marzo de 2010). Se introdujeron en el
rumen una semana antes de comenzar el experimento, a los efectos de procurar una

estabilizacion de la concentracion de SFg en el rumen.

2.1.4. Bozales

Se utilizaron bozales disefiados para este tipo de trabajos ya que suelen ser
apropiados para evitar la pérdida de muestras debida al contacto entre animales. En
cada bozal se colocan dos recipientes recolectores, lo que permite la obtencion de

muestras duplicadas de cada animal (Fig. 7).

Figura 7. Sistema de muestreo colocado en el animal

2.2. ESTIMACION DE LAS EMISIONES DE METANO EN PASTOREO

Las mediciones en los animales se realizaron en el Centro Regional Sur (34°
36" S de latitud; 56° 13" W de longitud; Progreso, Canelones, Uruguay), de la
Facultad de Agronomia (Universidad de la Republica), en el periodo comprendido
entre el 17 de octubre y el 27 de noviembre de 2010.
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Se evaluaron dos tratamientos: una pastura en base a leguminosas (L):
Medicago sativa (cv. Chand), Trifolium repens (cv. Zapican) y en menor proporcion
Bromus auleticus (cv. INIA Leona) y otra pastura en base a gramineas (G): Lolium
multiflorum (cv. LE 284) y en menor proporcion Lotus corniculatus (cv. San
Gabriel). Se utiliz6 un disefio de cuadrado latino 2*2 replicado, con 8 vacas lecheras
Holando en lactacion, y dos periodos de medicion de 21 dias cada uno (con 7 dias de
acostumbramiento a la dieta y 14 dias de colecta de heces y de muestras gaseosas
para determinar emision de CH,). Los animales fueron asignadas a los tratamientos
en funcién de la produccién de leche (24,9 (+ 4,15) L/d), dias de lactacion (195 (+
7,3)) y peso vivo (536 (x17,7) kg). El pastoreo fue realizado en franjas diarias,
apuntando a una asignacion minima de 30 kg MS/vaca/d (por encima de 5 cm), para
no restringir el consumo en pastoreo (Peyraud et al., 1996). Luego de cada ordefie los
animales entraron a una nueva franja, la superficie asignada en cada franja fue

calculada en funcion del forraje disponible.

2.2.1. Mediciones en las pasturas

La disponibilidad de biomasa pre-pastoreo de cada una de las pasturas fue
estimada los dias 9, 12, 16 y 19 de cada periodo experimental, mediante el corte de 3
franjas al azar (10 m x 0,5 m), utilizando para ello una cortadora de forraje Honda
(modelo HRC 216, Japon), con una altura de corte de 5 cm (sobre el nivel del suelo).
Luego se tiraron al azar dentro de cada franja dos cuadros de 0,3 m x 0,3 m, con el
objetivo de determinar el forraje remanente al ras del suelo. Las muestras de forraje
se pesaron en fresco y una muestra de aproximadamente 500 g se secd a 60 °C
durante 48 h para la determinacion de materia seca y analisis quimico del forraje
ofrecido. Ademas se realizaron al azar 30 mediciones de la altura de la pastura con
una regla graduada (precision £1 mm), cubriendo toda la superficie de la franja
diaria. EI mismo procedimiento fue realizado post-pastoreo, para determinar la
biomasa remanente (dias 11, 14, 18 y 21 de cada periodo experimental). La biomasa
total a ras del suelo se calcul6 como la suma de la biomasa medida por encima (5

cm) y por debajo de la altura de corte de la pastera. La utilizacion de forraje se
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calculé como la diferencia entre la biomasa pre-pastoreo y post-pastoreo y se expresé
en términos de porcentaje de la biomasa pre-pastoreo. La profundidad media de
defoliacion fue estimada por diferencia entre los valores de altura media de las

plantas antes y después del pastoreo.

Para la determinacion de la composicion botéanica de las pasturas pre y post-pastoreo,
se cortaron con tijera 3 muestras de aproximadamente 100 tallos (al ras del suelo) en
el borde de cada una de las franjas cortadas. Las 3 muestras se juntaron en una
muestra compuesta que se acondiciond en una bolsa plastica y se almaceno
congelada a -20 °C. En el laboratorio, se tom0 una sub-muestra de cada una de estas
muestras y se clasific6 como leguminosas o gramineas forrajeras y malezas. Luego
cada una de estas sub-muestras fue cortada en estratos cada 5 cm y cada estrato
separado en tallo, hoja, restos secos, inflorescencia y malezas. Estas fracciones
fueron secadas en estufa a 60 °C durante 48 h para determinar MS de cada fraccion.

Para determinar la calidad del forraje ofrecido, se determind la digestibilidad in vivo
para cada periodo experimental (dias 7 a 21), en simultaneo al ensayo con vacas en
pastoreo. Para ello se utilizaron 12 ovinos Corriedale castrados (69 + 6,9 kg PV)
distribuidos al azar en 2 grupos de 6 animales que fueron colocados en jaulas de
digestibilidad, con libre acceso al agua. Diariamente se cortd el forraje con la
cortadora Honda (modelo HRC 216, Japon) y fue suministrado a los animales (una
vez por dia, a las 10 am) segun el tratamiento correspondiente. Se realiz6 un periodo
de acostumbramiento (10 dias), seguido por un periodo de 5 dias con colecta total de
heces, forraje ofrecido y rechazo. En el periodo de acostumbramiento se permitio el
consumo de MS ad libitum, de modo tal de tener un rechazo equivalente al 10% del
ofrecido. Durante el periodo de mediciones, en cada caso se extrajo una muestra
diariamente del forraje ofrecido, del rechazo y de las heces de cada animal. Estas
muestras colectadas diariamente se secaron en estufa a 60 °C para determinacién de
MS vy luego se almacenaron para constituir una muestra compuesta por animal y
periodo hasta su ingreso al laboratorio para las determinaciones de composicion

quimica.
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2.2.2. Mediciones en los animales experimentales

La Materia Orgénica ingerida (MOI, kg/d) por vaca fue calculada usando
Oxido de cromo (Cr,O3) para estimar la excrecion fecal de MO (kg MO/d) por medio
del contenido de nitrégeno fecal y del contenido de fibra detergente acida fecal para
el célculo de la digestibilidad de la MO de la pastura consumida por las vacas, a
partir de la ecuacion de indicadores fecales ajustada por Comeron y Peyraud (1993):
DMO = 0,791+0,0334 Nf — 0,0038 FDAf (R°=0,89).
Donde: DMO es la digestibilidad de la MO (g/kg MO), Nf es la concentracion de
nitrégeno de la MO fecal (g/kg MO) y FDAT es la concentracion de fibra detergente
acido en la MO fecal (g/kg MO).
Un concentrado conteniendo oxido de cromo (20 g Cr,Os/kg MS de concentrado) fue
preparado y ofrecido a cada animal en el momento del ordefie (2 veces al dia), a
razon de 150 g. El concentrado conteniendo el marcador externo fue proporcionado a
los animales desde el dia 1 del periodo experimental, con el objetivo de alcanzar un
estado de equilibrio a nivel ruminal. Previo al inicio del ensayo se extrajeron
muestras fecales de cada vaca que fueron utilizadas para confeccionar los estandares
de cromo. La colecta de las heces se realizo diariamente, dos veces por dia luego de
cada ordefie, desde el dia 8 al 21. Cada una de las colectas fue identificada y secada
en estufa a 60 °C durante 96 h para determinar MS, concentracion de cromo y

composicion quimica.

La produccion individual de leche fue medida dos veces por dia, en el ordefie
de la mafnana (6-6.30 h) y en el ordefie de la tarde (17-17.30 h). El contenido de
grasa y proteina de la leche fue determinado en 8 dias por periodo experimental (dias
9 a 12y 16 a 19). Las vacas fueron pesadas al inicio y al final de cada periodo

experimental.

28



2.2.2.1. Medicion de la emision de CH,4

Previo al inicio del periodo experimental (7 dias antes), se le coloco a cada
uno de los animales una capsula emisora de SFg (con una tasa de permeacion diaria
promedio de 6,582 + 0,2712 mg/d), utilizando un lanza bolo ruminal. Se colocaron 2
recipientes de recoleccion de muestra por animal para aumentar la eficiencia de
muestreo, cada par de recipientes permanecid en el animal durante los 5 dias de
muestreo. Ademas de las muestras colectadas de los animales, se colecté una muestra
de aire atmosférico en la proximidad de las parcelas experimentales para determinar

el nivel base de CHa,.

Las muestras de gases se tomaron durante dos sub-periodos de 5 dias en cada
periodo de medicion (en los dias 10 a 14 y 16 a 20). Al final del primer sub-periodo
(5 dias), se sustituyo el juego de recipientes recolectores por otro par (por animal).
Las muestras se analizaron inmediatamente después de finalizar cada periodo

experimental.

2.3. ANALISIS QUIMICOS

En el Laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Agronomia
(Universidad de la Republica), se determiné el contenido de materia seca analitica
(MS) de las muestras de forraje y de heces por secado a 105 °C durante 24 h, las
muestras luego fueron molidas utilizando un tamiz de malla de 1 mm. EI contenido
de cenizas (C) se determind en un horno de Mufla a 600 °C durante tres horas y la
proteina bruta (PB) por el método Kjeldahl seguin AOAC (1990). El contenido de
fibra detergente neutro (aFDNmo) se determino sin sulfito de sodio y con amilasa
estable al calor. La fibra detergente acido (FDAmMo) y lignina detergente acido
(lignina) fueron determinados con tecnologia Ankom (Fiber analyzer 200, Ankom
Technology Corporation, Fairport, N.Y.) de forma secuencial (corregido por cenizas)
por el método de Van Soest et al. (1991). La Energia bruta se determind utilizando
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una bomba calorimétrica adiabética (Gallenkamp Autobomb; Loughborough, Leics,
Reino Unido).

En las muestras de leche se analizd el contenido de grasa, proteina y lactosa con

espectroscopia infrarroja usando Bentley 2000 (Bentley Inc. EE.UU.).

La concentracion del cromo en heces fue determinada por espectrometria de
absorcion atomica (Perkin-Elmer 2380, Norwald, Connecticut, USA) usando una
[lama de acetileno segln los procedimientos descritos por William et al. (1962). Los
estandares de cromo fueron realizados usando muestras fecales extraidas previo al
inicio del ensayo. También se determiné el cromo contenido en la racion

suministrada a las vacas para verificar la cantidad suministrada.

Para la determinacion de la proporcion de taninos condensados (TC) en las pasturas,
se utilizé el método de la Vainillina, el cual estd basado en una colorimetria de los
complejos formados entre la vainillina y los taninos condensados en una solucion de

acido clorhidrico con metanol (Schofield et al., 2001).

Las concentraciones de CH,4 y SF¢ fueron determinadas por cromatografia gaseosa en
el laboratorio del Instituto de Investigaciones en Fisicoquimica (INFIQC) de la
Universidad Nacional de Cérdoba (Cordoba, Argentina). Para CH, se utilizé un loop
de 3 ml, una columna HP-PLOTQ y un detector de ionizacion de llama, los picos de
CH,4 cuantificables se comparan contra un estandar de concentracién conocida. Para
el SFg se utilizdé un loop de 10 ml, una columna HP-MOLSIV y un detector de
captura electronica. Los estdndares para la calibracion se realizaron a partir de
patrones diluidos en aire sintético en un intervalo de 1,5 a 44 ppm y 25 a 250 ppt
para CH, y SF¢ respectivamente. Se analizaron las muestras por duplicado y en los
casos en que fue posible (la cantidad de muestra fue suficiente) se realizd por

triplicado.
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Luego de tener los anélisis cromatograficos de las muestras, la emision de CH4 por
animal se calcul6 utilizando la tasa de liberacion de la capsula de SF¢ y los resultados

obtenidos de la concentracion de CH, y SFg, utilizando la siguiente expresion:

CH, (g/d)= TPSF¢ (g/d) * [CH4)/[SFe]

donde: TPSFs es la tasa de liberacion de SFg de la capsula, [CH4] y [SFg] son las
concentraciones de estos gases (en ppm Yy ppt, respectivamente) por encima de las

concentraciones atmosféricas.
2.4. ANALISIS ESTADISTICOS

Todas las mediciones realizadas en los animales fueron analizadas de acuerdo
al disefio de cuadrado latino 2*2, usando el PROC MIXED del paquete estadistico
SAS (2001), segun el siguiente modelo:

Yijk = p + Pi + Tj + Ak + ijk

donde Yijk es la variable bajo consideracion; u es el efecto medio total; Pi es el
efecto fijo del periodo (i=1y 2); Tj es el efecto fijo del tratamiento (j=1y 2) y Ak es
el efecto animal (analizado como efecto aleatorio) (k= 1 a 8) y ¢ijk es el término

experimental del error,

La produccion y la composicion de leche se analizaron como medidas repetidas en el

tiempo, segun un modelo autoregresivo de orden 1 (Littel et al., 2000).
Todas las mediciones realizadas en las pasturas experimentales se analizaron de
acuerdo al disefio de cuadrado latino 2*2, mediante ANOVA, utilizando el

procedimiento GLM del paquete estadistico SAS (2001), segun el siguiente modelo:

Yij=u+ Pi+Tj+eij
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donde Yij es la variable bajo consideracion; [ es el efecto medio total; Pi es el efecto
fijo del periodo (i=1 y 2); Tj es el efecto fijo del tratamiento (j=1 y 2) y &€ij es el
término experimental del error. Tanto en el procedimiento MIXED como GLM fue
chequeada la interaccion tratamiento*periodo, y como en ningin caso fue
significativo, no se incluyé en el modelo final, siguiendo las recomendaciones de
Lorenzen y Anderson (1993). El test de comparacién de medias utilizado fue el de la

Minima Diferencia Significativa.
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3. RESULTADOS

3.1. CARACTERISTICAS DE LAS PASTURAS OFRECIDAS Y DEL

FORRAJE DEFOLIADO

El Cuadro 1 presenta las caracteristicas de las pasturas en términos de

biomasa, composicion botanica y composicién quimica. La biomasa total disponible

fue mayor en la pastura L con respecto a la pastura G (+ 836 kg MS/ha; P<0,001), sin

embargo ni la biomasa disponible por encima de la altura de corte de la pastera (5

cm) ni la altura de la biomasa a ras del suelo (29,5 cm en promedio) difirieron entre

tratamientos (2165 kg MS/ha en promedio) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Biomasa, altura, composicion botanica y quimica de las pasturas

experimentales

Pasturas
L G P

Biomasa total (kg MS/ha) 4335 3499 0,0002
Biomasa por encima de 5 cm (kg MS/ha) 2309 2021 0,2201
Altura de la pastura pre-pastoreo (cm) 31 28 0,5153
Composicion botanicat

Relacion Graminea/Leguminosa (%MS) 40/60 76/24 <0,0001
Composicién quimica® (g/kg MS)

MS (g/kg) 276 384 0,0008
MO 920 903 0,0461
PB 204 102 <0,0001
Taninos Condensados 4,6 2,8 0,0205
aFDNmo 469 540 0,0260
FDAmMo 265 312 0,0618
Lignina (as) 76 62 0,1149
EB (MJ/kg MS) 18,1 16,7 0,0017

L Por encima de la altura de corte de la pastura (5 cm)
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La composicion botanica de ambas pasturas fue significativamente diferente (P
<0,0001), tal cual como se pretendia en la determinacion de los tratamientos. La
pastura L presentd una mayor proporcion de leguminosas (el 60% de la biomasa por
encima de 5 cm era Medicago sativa y Trifoliun repens), mientras que la pastura G
present6 una mayor proporcion de gramineas (el 76% de la biomasa por encima de 5
cm era Lolium multiflorum). Ambos pasturas estaban en etapa reproductiva (la

composicion morfologica de cada pastura se presenta en Anexo 2).

La composicion quimica (por encima de 5 cm) también difirié entre las pasturas
evaluadas (Cuadro 1). La pastura G presentdé mayor contenido de MS (P<0,001),
aNDFom (P<0,05) y ADFom (P<0,1) que la pastura L. Sin embargo, la mayor
diferencia entre las pasturas se observo en el contenido de PB, la cual fue dos veces
mayor en L que en G. El contenido de taninos condensados y de energia bruta fue

menor en G que en L (Cuadro 1).

En las pruebas de digestibilidad in vivo con ovinos del forraje ofrecido (forraje
cortado por encima de 5 cm), L presenté una mayor digestibilidad de la MS (73 g/kg
MS; P<0,001), de la MO (39 g/kg MS; P= 0,01) y de la aNDFmo (67 g/kg MS,
P<0,001) en comparacidn con la pastura G. Sin embargo, la digestibilidad de ADFmo

fue similar entre ambas pasturas (P=0,15) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Digestibilidad in vivo del forraje ofrecido, evaluada con ovinos

Pasturas
L G P
Digestibilidad in vivo (g/kg)
MS 689 616 0,0006
MO 698 659 0,0103
aFDNmo 633 566 0,0016
FDAmMo 525 489 0,1516

1 Por encima de la altura de corte de la pastura (5 cm)
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Las vacas que pastorearon la pastura G tuvieron una asignacion de forraje mayor (ya
que el area por vaca fue mayor) que las que pastorearon en la pastura L (+10 kg
MS/vaca/d; P <0,05), sin embargo en ambos tratamientos se logré una asignacion de
forraje por encima de la cantidad minima estipulada de 30 kg de MS/vaca/d (por
encima de 5 cm). La profundidad de defoliacién (9,5 cm en promedio) y la
utilizacion del forraje (42% en promedio) fueron similares entre tratamientos
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Asignacion de forraje, profundidad de defoliacion, utilizacion del forraje y
composicion quimica del forraje defoliado (dieta)

Pasturas
L G P

Asignacion de forrajet * (kg MS/vaca/d) 35 45 0,0226
Altura de la pastura post-pastoreo (cm) 20 20 0.95709
Profundidad de defoliacién (cm) 11 8 0,6436
Utilizacion de forrajet (%) 46 37 0,2650
Composicién quimica® (g/kg MS)

MS (g/kg) 894 898 0,4399
MO 923 926 0,4481
PB 180 133 0,0225
Taninos Condensados 2,2 2,5 0,5119
aFDNmo 464 482 0,6946
FDAmMo 264 259 0,8578
Lignina (as) 47 38 0,0582
EB (MJ/kg MS) 18,7 19,0 0,5954

! Por encima de la altura de corte de la pastura (5 cm)
? Area asignada por vaca: 150 y 225 m” en L y G respectivamente

La composicion quimica de la dieta fue similar entre ambas pasturas, a excepcion del
contenido de PB, el cual fue mayor en la pastura L (+47 g/kg MS; P <0,05) respecto
aG.
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3.2. CONSUMO DE FORRAJE

La cantidad de heces excretada fue similar en ambos tratamientos (L y G)
(4,5 kg de MO/vaca, en promedio). La digestibilidad estimada de la MO del forraje
defoliado no difirid entre tratamientos (707 g/kg de MO, en promedio). Por
consiguiente, la estimacion del consumo diario de MS asi como el de MO y FDN no

difirieron entre las pasturas L y G (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto del tipo de pasturas en heces, digestibilidad de la MO del forraje, y
MO, MS y MO total digestible ingerida en pastoreo

Pasturas
L G P
Heces (kg MO/d) 4,5 4,6 0,8476
Digestibilidad de la MO del forraje (g/kg MO) 711 704 0,1996
MO consumida (kg/vaca/d) 15,9 15,5 0,7558
MS consumida (kg/vaca/d) 17,3 16,8 0,7556
FDN consumido (kg/vaca/d) 8,0 79 0,9469
MOD consumida (kg/vaca/d) 11,4 10,9 0,6191

3.3. PRODUCCION y COMPOSICION DE LECHE Y CAMBIO DEL PESO
VIVO

No se observaron diferencias entre los animales que pastorearon L y G en
produccién (20,3 kg/vaca, en promedio) ni en composicion de leche (37,1 y 33,3
o/kg de leche, en contenido de grasa y proteina, respectivamente, en promedio) ni en
cambio de peso vivo (+ 16 kg de peso vivo, en promedio) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto del tipo de pastura en la produccién y composicion de la leche, y

cambio del peso vivo (kg) de las vacas

Pasturas
L G P
Produccion de leche (kg/vaca/d) 20,7 19,9 0,7508
Contenido de grasa (g/kg) 37,7 36,5 0,5030
Rendimiento de grasa (g/d) 772 711 0,3630
Contenido de proteina (g/kg) 34,0 32,5 0,1068
Rendimiento de proteina (g/d) 699 636 0.3728
Leche corregida por grasa (LCG)* (kg/d) 19,9 18,7 0,5173
Cambio de peso vivo (kg) +12 +20 0,2317

1LCG: Leche corregida al 4% de grasa (LCG (kg/d)=0,4*leche (kg/d) + (15* kg de grasa/d))

3.4. EMISION DE METANO EN VACAS LECHERAS EN PASTOREO

La emisién diaria de CH,4 fue similar entre los tratamientos, con un promedio

de emisién por animal de 368 g/d. Asi mismo, la emision de CH,4 expresada por
unidad de produccién de leche fue 18,9 g/kg (19,6 g/kg LCG 4%) y no difirié entre

tratamientos (Cuadro 6). Del mismo modo, la produccién de CH,4 por unidad de

consumo de MS (22,2 g/kg, en promedio), como porcentaje de energia bruta ingerida

(Ym) (6,6%, en promedio), o por unidad de FDN ingerida (47,8 g/kg, en promedio)

no difirio entre tratamientos (pasturas L y G) (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Efecto de las pasturas sobre la emision de metano entérico expresada
como emision absoluta diaria, 0 como rendimiento por unidad de consumo o por

produccién de leche

Pasturas
L G P

Produccién de metano
(g/vaca/d) 364 372 0,7237
(9/kg leche) 18,3 19,6 0,3202
(9/kg LCG 4%) 18,6 20,6 0,3517
Rendimiento de metano

g/kg MS consumida 21,6 22,7 0,5821

g/kg FDN consumida 47,5 48,0 0,9271

Ym 6,4 6,7 0,5971
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4. DISCUSION

La produccion lechera en Uruguay se basa en el uso de pasturas mezcla de
gramineas y leguminosas. Las leguminosas presentan ventajas respecto a las
gramineas ya que, la fijacion biologica de nitrgeno le da ventajas a la propia planta
para desarrollarse mejor y tiene un valor nutritivo mayor que las gramineas,
permitiendo un mayor consumo animal, lo cual repercute en la productividad total.
Varios autores reportan ademas la ventaja adicional de un rendimiento de CH, por
unidad de consumo (g CHs/kg MSI) menor. Por consiguiente, pasturas ricas en
leguminosas por estar asociadas a mayores producciones animales conducen a
menores emisiones de CH,4 por unidad de producto. En este sentido, varios son los
trabajos que mencionan la incorporacion de leguminosas forrajeras como estrategia
de mitigacion de la emision de CH, entérico (Knight et al. 2008, Vlaming 2008, Lee
et al. 2004). Este trabajo constituye uno de los primeros aportes para generar
informacion nacional sobre las emisiones de CH4 entérico en vacas lecheras en
pastoreo, comparando una pastura rica en leguminosas (60% del total de MS) y otra

pastura rica en gramineas (76% del total de MS).

4.1. CALIDAD DEL FORRAJE OFRECIDO

Las pasturas experimentales presentaron diferente composicion quimica. La
pastura G presentd mayor contenido de paredes celulares (FDN, FDA) y menor
contenido de PB que la pastura L. Ambas pasturas se encontraban en estado
reproductivo, pero ello afectd mas la calidad del raigras que de las leguminosas,
como se puede comprobar a partir de los datos de la prueba de digestibilidad con
ovinos. El cambio del estadio vegetativo al estadio reproductivo en las gramineas en
la primavera significa un aumento de la fraccién tallo en detrimento de la fraccion
hoja (Anexo 2) lo cual disminuye la DMO. Adicionalmente, esta disminucion es mas
acentuada en raigrés LE 284 (variedad utilizada en este trabajo) con respecto a otras
variedades de floracion maés tardia (Garcia, 2003).
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Con respecto al contenido de TC, la mayor concentracion en L respecto a G puede
ser atribuida a la presencia de Trifoliun repens, que segin Lassey et al. (1997),

también posee una concentracion de TC en sus flores.

La digestibilidad de la MS de la pastura G ofrecida (determinada en capones), esta de
acuerdo con los valores reportados por Molano y Clark (2008) para raigras en estado
reproductivo. Dichos valores fueron obtenidos en un experimento para determinar el
efecto del nivel y la calidad de consumo de forraje en la produccion de CH4 en
capones. Por otro lado, no hay que descartar que la menor DMS obtenida en esta
pastura se explique en parte por la menor digestibilidad de la fraccion FDN medida
en las pruebas con capones, asociado a un menor contenido de PB. Segun Poppi y
McLennan (1995) existe una relacion optima entre el contenido de PB y de DMO de
la pastura para permitir una adecuada celulolisis a nivel ruminal, la cual es de 210 g
PB/kg MOD. Tomando como referencia este valor citado por Poppi y McLennan
(1995), se calculd el nivel minimo de proteina que debia contener cada pastura. El
calculo para G resulto en 171 g PB/kg MOD mientras que en L fue de 318 g PB/kg
MOD. En este sentido, el valor de PB observado en G estaria por debajo del valor
minimo requerido para una 6ptima celulolisis, lo cual podria explicar la menor
digestibilidad medida en ovinos de esta pastura. Resultados similares fueron
observados por Peyraud et al. (1997) y Mambrini y Peyraud (1992).

4.2. CONSUMO Y CALIDAD DEL FORRAJE DEFOLIADO (DIETA)

Debido a la alta asignacion de forraje por vaca y a la altura residual del
forraje remanente post-pastoreo (20 cm) la calidad del forraje defoliado en G fue
mayor que la del forraje ofrecido (mayor contenido de PB y EB, pero menor
contenido de aFDNmo y FDAmo que el forraje ofrecido, lo cual es congruente con
los resultados obtenidos por Delagarde et al. (2000), quienes reportan la existencia
de un gradiente vertical en relacion a la composicion quimica, entre la parte superior
y la capa inferior de raigras. Es de destacar ademas que el consumo de MO no se vio
afectado en la pastura G, donde el raigras de encontraba en estadio reproductivo

temprano, de acuerdo con lo reportado por Astigarraga y Peyraud (1995).
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En funcion de lo mencionado anteriormente, el consumo MO digestible también fue
similar (11,2 kg/vaca/d, en promedio) entre L y G. El consumo de energia estimado a
partir de este consumo de MOD, estd de acuerdo con los requerimientos de
mantenimiento, produccion de leche y ganancia de peso, calculados a partir del

sistema INRA (1989) y ajustado por el gasto de pastoreo (Ribeiro et al., 1977).

4.3. EMISION DE METANO

Antes de discutir los valores de CH4 obtenidos, no se puede dejar de
mencionar que en lo que respecta a la recoleccion de muestras de aire, la eficiencia
de recoleccion no fue muy alta. De las 68 muestras esperadas (64 sobre animales, y 4
de aire atmosférico), solo el 52 % estuvo en el rango previsto de muestra acumulada
(400 mbar y 600 mbar). Esta eficiencia de recoleccién es baja, respecto de que la se
han reportado en experimentos con un montaje similar de los equipos. Con animales
de similares caracteristicas, Gere y Gratton (2010) obtuvieron una eficiencia de
recoleccion del 80% vy eficiencias mas altas fueron obtenidas en un ensayo sobre
ovinos en Brasil (90 %) (Acevedo do Amaral, 2011).

Es posible que la baja eficiencia de recoleccion este asociada al acople de los
equipos. En la mayoria de los casos las muestras pérdidas se encontraron con
presiones cercanas a la atmosférica, lo cual sustenta esta hipdtesis. A pesar de la baja
eficiencia de recoleccion, este problema fue compensado casi totalmente por la
duplicacion de las muestras. Pese a ello, el experimento mostro la notable
simplificacion que se logra gracias a la recoleccion extendida sobre 5 dias y de hecho
fue suficiente una Unica muestra por animal en cada situacion. En el Cuadro 7 se
reportan el nimero de muestras esperado y el nimero de muestras obtenidos, para los
dos tratamientos y para el total de los animales. Se observa que fue posible
monitorear la emision casi en la totalidad de los animales (94 %).

41



Cuadro 7. NUmero esperado (nimero méximo) de muestras y nimero de muestras

obtenidas para los dos tratamientos y para el total de animales.

Pasturas
L G
N° Muestras Total
Esperado 16 16 32
Obtenidas 14 16 30
% 87.5 100 93.8

Los resultados obtenidos de emision de CH,4 en este trabajo no evidencian
diferencias entre pasturas. Estos resultados son atribuidos a que, si bien se logro
aportar una pastura con alta proporcion de leguminosas en su composicién (L=60%
de leguminosas), al momento del pastoreo la seleccion realizada por los animales no
permitio que se lograran diferencias entre tratamientos en relacion a la composicion
quimica del forraje defoliado y que tampoco se observaran diferencias en consumo.
Otro aspecto a considerar en relacion a la composicion quimica de las pasturas es la
presencia de taninos condensados. Se ha reportado en la bibliografia el efecto de
estos sobre la reduccion de la emision de CH,4 (Martin et al. 2010, Beauchemin et al.
2008, Vlaming 2008, Woodward et al. 2004), pero los valores obtenidos en las
pasturas experimentales se encuentran muy por debajo de los contenidos reportados
en la bibliografia con efecto sobre la emision de CH,4 (27 g/kg MS), por lo cual no es

de esperar un efecto de dichos compuestos secundarios sobre la metanogénesis.

Los valores de emisién de metano entérico promedio obtenidos en el marco de este
trabajo (368 g/d), coinciden con los reportados por Waghorn et al. (2003) y Westberg
et al. (2001), los cuales estan en el rango de 345-388 g CH,/d para vacas lecheras

con similares niveles de consumo y de produccién.
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En este trabajo, la produccion de CH,4 en relacion a la MS o al FDN consumido
tampoco difirid entre tratamientos (22,15 g CH4/kg MSI, 47,75 g CH4/kg FDNI,
respectivamente). Esto se debe a que, como ya se menciond, el consumo de ambas
fracciones también fue similar entre los tratamientos. Los valores se encuentran en el
rango reportado por Hammond et al. (2011), Hammond et al. (2009), Molano y
Clark (2008), Hindrichsen et al. (2006), Benchaar et al. (2001), Woodward et al.
(2004) para pasturas de clima templado. Es bien es sabido que la composicion de la
dieta y el consumo son los principales factores que afectan la produccion de metano
entérico por los rumiantes. En este sentido, Archiméde et al. (2011) realizaron un
metanalisis con los resultados de la bibliografia publicados sobre produccion de
metano de bovinos consumiendo forrajes, poniendo en evidencia que la mayor parte
de la variacion en el rendimiento de metano expresado por unidad de consumo,
puede ser atribuida a la digestibilidad de la dieta, el contenido de FDN del forraje y
el nivel de consumo de los animales. Utilizando la ecuacion, ajustada por estos
autores (CH4 (L/kg MSI) = -4,2 + 39,2*DMO (kg/kg MO) +21,1*FDN forraje (kg/kg
MS) — 0,15 MOI (kg)/PV°® (n=115, R*=0,77; P<0,0001)), se obtiene un valor de 27,4
L/kg MSI, proximo al valor de 30,2 L/kg MSI obtenido en este estudio. Este trabajo
muestra ademas que si se analizan dietas en base a leguminosas 0 en base a
gramineas templadas, a similar consumo, similar digestibilidad de la dieta y similar
contenido de FDN del forraje, éstas no difieren en el rendimiento de metano por

unidad de consumo, lo cual concuerda con los resultados reportados en este estudio.

En el presente ensayo, se obtuvo una produccion de CH, como % de la EB ingerida
(Ym) de 6,5% (en promedio). Los valores de Ym obtenidos se encuentran en el
rango de los valores reportados en Nueva Zelanda por Lassey (2007), Boadi y
Wittenberg (2002) en vacas lecheras en pastoreo en forrajes de clima templados y
dentro de los valores reportados por el IPCC para el calculo de las emisiones de CH,4

en los Inventarios Nacionales.

Es de destacar que este es el primer trabajo realizado a nivel nacional con vacas
lecheras en pastoreo y los valores de emision entérica obtenidos se corresponden con

los reportados para animales en similares condiciones de produccion. Se considera
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que este trabajo deberia ser complementado con otros que caractericen las pérdidas
de energia como CH, para vacas lecheras en etapa temprana de produccién (ya que
en este trabajo las vacas se encontraban en etapa media a tardia), y que incorporen al
analisis la evaluacion de dietas mixtas de forrajes y concentrados caracteristicas de

los sistemas de produccion de leche en el pais.
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5. CONCLUSIONES

Los valores promedio de CH,4 se encuentran dentro del rango reportado en la
bibliografia internacional para vacas lecheras en pasturas de clima templado.
En este sentido, se puede concluir que la técnica de trazado por SFs para
medicion en tiempo prolongado permitié estimar adecuadamente la emision
diaria de CH4 en animales en pastoreo, aportando una simplificacion logistica

valiosa a nivel de campo.

La estimacion de las emisiones de CH4 en condiciones de pastoreo requiere
tener en cuenta aspectos relacionados el pastoreo selectivo y determinar la
calidad del forraje defoliado por los animales en pastoreo. La alta asignacion
de forraje utilizada en este trabajo permitié que la calidad de la dieta
seleccionada por las vacas no difiriera entre una pastura rica en gramineas y
una rica en leguminosas y, en consecuencia, las emisiones de CH, expresado
por unidad de consumo (MS o MO) fueran similares en ambas pasturas. Estos
resultados ponen en evidencia que a similar consumo, las diferencias entre
pasturas estdn mas relacionadas con diferencias en la calidad (asociadas a
digestibilidad y al contenido de FDN) que con propiedades inherentes a

leguminosas o gramineas templadas.
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Pastura de raigras y lotus (tratamiento G) en PERIODO 1 - Composicion botanica y composicion morfologica -
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Pastura de raigras y lotus (tratamiento G) en PERIODO 2 - Composicion botanica y composicion morfolégica -
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Pastura de alfalfa, t.blanco y cebadilla (tratamiento L) en PERIODO 1 - Composicion botanica y composicion morfolégica -
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Pastura de alfalfa, t.blanco y cebadilla (tratamiento L) en PERIODO 2 - Composicion botanica y composicion morfolégica -
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