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RESUMEN

Las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) en el Uruguay se originan
mayoritariamente en el sector ganadero y es el metano (CH4) el gas emitido en mayor
proporcion. El CHs es el producto final del proceso de fermentacion entérica de los
rumiantes y su emision estd afectada por la cantidad y calidad de los alimentos ingeridos asi
como por caracteristicas propias del animal. La mitigacion de las emisiones de este gas es
necesaria para lograr la intensificacion sostenible de los sistemas de produccion de carne y
al mismo tiempo es parte fundamental de los compromisos de Uruguay ante la UNFCC
luego de la firma del Acuerdo de Paris en 2015. Por este motivo, el objetivo general de esta
Tesis es contribuir al proceso de intensificacion sostenible de la produccion ganadera
nacional a través del estudio de posibles estrategias vinculadas con el manejo alimenticio y
con caracteristicas propias del animal (consumo residual de alimento, CRA) para la
mitigacion de las emisiones de CH4 entérico. Este objetivo se cumplird a través de los
siguientes dos objetivos especificos: 1. Cuantificar las emisiones de CHs entérico en
vacunos de carne en condiciones pastoriles y comparar el nivel de emision de animales
consumiendo pasturas de diferente calidad nutricional; y 2. Cuantificar las emisiones de
CH4 entérico en vacunos de carne con niveles de consumo residual de alimento (CRA)
altamente contrastantes en condiciones de confinamiento. El cumplimiento de estos
objetivos se baso en la realizacion de dos experimentos. En el Experimento I se comparo
la emision de CH4 entérico entre pasturas de diferente valor nutritivo utilizando la técnica
del marcador hexafluoruro de azufre (SFe). Para el experimento I se emplearon 20
vaquillonas Hereford, agrupadas en dos lotes (n=10) segun su peso vivo (PV), en un diseio
“crossover” de dos periodos: invierno y primavera. En ambos periodos, cada lote fue
asignado a dos pasturas de calidad inicial contrastante: alta calidad vs. baja calidad (65,5%
vs. 71,2% de digestibilidad de materia seca (DMS); 54,9% vs. 40,9% de fibra detergente
neutro (FDN), y 11,6% vs 22,8 % de proteina cruda (PC)). Cada periodo experimental
consistid de 8 dias de adaptacion a la dieta y 5 dias de medicion. El1 Experimento II
consistio en la medicion de la emision de CH4 entérico, utilizando la técnica del SF¢, en
novillos Hereford con valores contrastantes de consumo residual de alimento (CRA) en
condiciones de confinamiento. Se evaluaron 18 novillos que fueron agrupados en dos lotes
(n=9) en funcion de su CRA, siendo los tratamientos evaluados: BCRA (alta eficiencia) y
ACRA (baja eficiencia) (-0,85 kg + 0,17 Materia Seca Ingerida/d vs. 0,94 + 0,23 MSI/d,
respectivamente). Se utilizdo un disefio de medidas repetidas en el tiempo. El periodo
experimental fue de 20 dias, siendo los primeros 8 dias de adaptacién de los animales al
manejo e implementos para la técnica de determinacion de CHy. Se realizaron dos periodos
consecutivos de 5 dias cada uno de medicion de la emision de CHa4, con un intervalo de 2
dias entre ellos. Todos los resultados fueron analizados mediante el procedimiento mixto de
SAS.



En el Experimento I, los animales que pastorearon en la pastura de alta calidad emitieron
14% menos CH4 expresado como % de la Energia Bruta Ingerida (Ym) y 11% menos CH4
expresado por unidad de MSI, en relacion a los animales que pastorearon en la pastura de
baja calidad. En el Experimento II, los animales mas eficientes (BCRA) emitieron 27%
menos CHy expresado tanto como % de la Energia Bruta Ingerida (Ym) como por unidad de
MSI que los menos eficientes (ACRA).

Los resultados obtenidos permiten enfatizar que el manejo de la calidad de la pastura y la
inclusion de animales mas eficientes (BCRA) en nuestros rodeos permitiria reducir las
emisiones de CH4 de los rumiantes y por ende las emisiones reportadas en los inventarios
nacionales de GEI.

Palabras clave: CHs, vacunos de carne, pastoreo, confinamiento, consumo, didoxido de
Titanio, consumo residual de alimento, SFe.



SUMMARY

In Uruguay, Greenhouse gas (GHG) emissions mostly come from the livestock production
sector within which the methane (CH4) gas shows the highest values of emissions. CHj is
the final product of the enteric fermentation process that occurs in ruminants and its
emission is affected by the quantity and quality of the food intake as well as by animal's
own characteristics. The mitigation of CH4 emissions is necessary to achieve a sustainable
intensification of the meat production systems, and at the same time, to achieve Uruguay's
commitments signed at the Paris Agreement in 2015. For this reason, the general objective
of this Thesis is to contribute to the process of sustainable intensification of the national
livestock production sector, through the study of alternatives related with feed management
strategies and with animal characteristics (residual feed intake, RFI) for the mitigation of
enteric CH4 emissions. This objective was achieved through the following two specific
objectives: 1. To quantify the effect of pasture quality on enteric CHs emissions in beef
cattle under grazing conditions; and 2. To quantify the effect of highly contrasting levels of
RFT on enteric CH4 emissions in beef cattle under confinement conditions. These objectives
were based on two experiments. In Experiment I, enteric CH4 emissions from two pastures
with different nutritive quality were compared using the sulfur hexafluoride (SFs) tracer
technique. Experiment I used 20 Hereford heifers, grouped in two lots (n = 10) according to
their live weight (LW), in a "crossover" design of two periods: winter and spring. In both
periods, each batch was assigned to two pastures of initial quality contrast: high quality vs.
low quality (65.5% vs. 71.2% dry matter digestibility (DMD), 54.9% vs. 40.9% neutral
detergent fiber (NDF), and 11.6% vs. 22.8% of crude protein (CP)). Each experimental
period consisted of 8 days of adaptation to the diet and 5 days of measurements.
Experiment II consisted in the measurement of the enteric CH4 emission, again using the
SFe technique, in 18 Hereford steers with contrasting values of RFI, under confinement
conditions. The steers were grouped in two lots (n = 9) according to their RFI, with the
treatments evaluated being LRFI (high efficient animals) and HRFI (low efficient animals)
(-0.85 kg + 0, 17 Dry Matter Intake/d vs. 0.94 + 0.23 DMI/d, respectively). A repeated
measurements experimental design was used. The experimental period consisted of 20
days, being the first 8 days dedicated to the adaptation of the animals to the management
and implements for the technique of determination of CH4. Two consecutive periods of 5
days each were carried out for the CH4 emission measurement, with an interval of 2 days
between them. All results were analyzed using the mixed procedure of SAS.

In Experiment I, the animals that grazed in the high quality pasture emitted 14% less CH4
expressed as % of the Gross Energy Intake (Ym) and 11% less CH4 expressed per unit of
DMI, with respect to the animals that grazed the low quality pasture. In Experiment II,
highest efficient animals (LRFI) emitted 27% less CH4 expressed both as % of the Gross
Energy Intake (Ym) and per unit of DMI, than the least efficient (HRFI).



The obtained results allow emphasizing that managing the quality of the pasture and
including in our rodeos more efficient animals (LRFI) it is possible to reduce CHy
emissions of ruminants and therefore to report lower emissions in the national GHG
inventories.

Keywords: CH4, beef cattle, grazing, confinement, intake, Titanium dioxide, residual feed
intake, SFs.



Esta Tesis estd basada en dos Experimentos referidos en el texto por nimeros romanos
(Experimentos I y II), que dieron lugar a tres publicaciones:

Exp. L. Dini, Y.; Ciganda, V.; Cajarville, C. Estudio de la variabilidad de la técnica de
estimaciéon de consumo en pastoreo a través del marcador externo Didxido de Titanio.
Veterinaria (Montevideo), v., 54 (208), p.: 4-9, 2017 (ANEXO I).

Exp. L. Dini, Y.; Gere, J.I.; Cajarville, C.; Ciganda, V. Dini, Y., Gere, J.I., Cajarville,
C., Ciganda, V.S. Using highly nutritious pastures to mitigate enteric methane emissions
from cattle grazing systems in South America. 2017. Animal Production Science, . Article
in Press. https://doi.org/10.1071/AN16803 (ANEXO II).

Exp. II. Dini, Y.; Cajarville, C; Gere, J.I; Fraga, M.; Fernandez, S.; Pravia, M.L;
Navajas, E.; Ciganda, V.S. Association between residual feed intake (RFI) and enteric
methane emissions in Hereford steers. Traslational Animal Science, txylll,
https://doi.org/10.1093/tas/txy111 (ANEXO III).

En la Publicaciéon I, los derechos de autor fueron transferidos a la Revista Veterinaria
(SMVU- Uruguay), la que otorgd el permiso correspondiente para su inclusion en la
presente Tesis (ANEXO IV). En la Publicaciéon II, Animal Production Science los autores
conservan los derechos de autor del trabajo, cediendo a la revista una Licencia de
Publicacion.


https://doi.org/10.1071/AN16803
https://doi.org/10.1093/tas/txy111

1. INTRODUCCION

El cambio climatico y el consecuente calentamiento global, es un fenémeno provocado por
el incremento de gases de efecto invernadero (GEls) en la atmosfera, los que provienen
fundamentalmente de la actividad del hombre. Dicho fendmeno se ha convertido en una de
las preocupaciones mundiales mas importantes de la actualidad. A partir de la firma del
"Acuerdo climatico de Paris", formalizado en diciembre de 2015 por 195 paises (entre ellos
Uruguay), se establecid la presentacion periddica de cada pais de sus compromisos de
reduccién de emisiones y sus planes de adaptacion al cambio climatico (Carlino, 2016). En
este sentido, Uruguay elabora sus inventarios mayoritariamente a partir de informacién
reportada por el Panel Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC,
por su sigla en inglés) para similares condiciones productivas. A diferencia de lo que ocurre
en paises industrializados, las principales emisiones de GEIs del pais son, en orden de
importancia, las del gas metano (CHs) y las del o6xido nitroso (N20), provenientes
mayoritariamente del sector ganadero (MVOTMA, 2016). En funcién de ello, hace algun
tiempo se viene investigando a nivel nacional en la cuantificacion de ambos GEIs en
diferentes condiciones productivas (Perdomo et al., 2009; Berger, 2011; Dini et al., 2012;
Dini et al., 2017) y en el célculo de sus factores de emision. E1 CH4 es un producto final de
la fermentacion entérica de rumiantes, y aproximadamente entre el 2-12% de la energia
bruta ingerida por los rumiantes se pierde como CHy (Vlaming, 2008). Si bien se pueden
tomar medidas para reducir dichas ineficiencias, la formacion de CH4 es fundamental para
el adecuado funcionamiento ruminal (Clark et al., 2011).

Uruguay es un pais histéricamente ganadero, con una produccion predominantemente
pastoril extensiva sobre pasturas naturales de baja calidad nutricional. Desde hace algunos
afios, sin embargo, los patrones productivos han ido cambiando, incrementandose la
produccion pastoril intensiva principalmente a través de la incorporacion de pasturas
implantadas de alta calidad nutricional. Ademas, se ha registrado un aumento en el nimero
de establecimientos de engorde a corral basados en sistemas de produccion que incorporan
altas proporciones de grano en las dietas animales (MGAP-OPYPA, 2017). En nuestro pais,
a pesar de la importancia del sector ganadero en la economia, no existe hasta el momento
informacion referida a la emision de CH4 entérico en vacunos de carne bajo diferentes
condiciones de produccién. Es por ello que el objetivo de esta Tesis es evaluar el efecto de
diferentes estrategias vinculadas con el sistema de produccion, y por ende con el manejo
alimenticio y las caracteristicas propias del animal (ej. consumo residual de alimento,
CRA), sobre las emisiones de CH4 entérico en vacunos de carne.

Este trabajo se fundamenta por un lado en que las caracteristicas de la dieta aportada a los
animales inciden sobre la emision de CH4 entérico. En este sentido es sabido que la
cantidad, calidad y el tipo de alimento ingerido por rumiantes afecta los procesos de
fermentacion entérica y por ende, la emision de CHs (McCaughey et al., 1999; Clark et al.,
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2001; Lee et al., 2004; Hammond et al.,, 2011). En condiciones predominantemente
pastoriles como sucede en nuestro pais, la importancia radica principalmente en la
evaluacion sobre las mejoras en la calidad de las pasturas que componen la dieta animal y
su efecto sobre la metanogénesis, sin afectar la productividad animal. Asimismo, dada la
importancia que presenta para el pais la produccidon ganadera pastoril y las dificultades que
histéricamente se han reportado para la determinacion del consumo en dichas condiciones
es que se plantea la posibilidad de evaluar el uso de la técnica que utiliza didxido de titanio
(TiO2) (Short et al., 1996; Titgemeyer et al., 2001) como marcador externo. Si bien existen
numerosas técnicas que permiten la estimacion de la materia seca ingerida (MSI) por
animales bajo condiciones de pastoreo, el comportamiento selectivo del animal incorpora
una importante fuente de variabilidad que afecta la confiabilidad de los resultados
obtenidos, como ha sucedido con la medicion directa de la ingesta de forraje (oferta-
rechazo) (Beretta et al., 2013) o con el uso de alcanos. La técnica que utiliza didéxido de
titanio (Ti102) ha sido reportada como una alternativa confiable en la estimacion del
consumo en rumiantes en pastoreo (Glindemann et al., 2009; Miiller et al., 2012; Sampaio
et al., 2011) y se plantea como una alternativa viable al uso del cromo (Cr203) ya que se
trata de un aditivo de la dieta animal totalmente inocuo sobre la salud humana. Para ambas
técnicas sin embargo, se han reportado algunas limitaciones, principalmente referidas a su
recuperacion fecal (Titgemeyer et al., 2001; De Souza et al., 2015), pero que no invalidan
su uso a nivel pastoril.

Por otro lado, varios estudios han encontrado que las emisiones de CH4 entérico también
son afectadas por la genética animal y han reportado que animales seleccionados por su
bajo consumo residual de alimento (CRA) registran menores emisiones de CH4 (Basarab et
al.,, 2013). En el pais existi6 durante el desarrollo de esta Tesis un Proyecto ANII -
RTS 1 2012 1 3489 en la Central de Prueba de Kiya (San José, Uruguay) que permitid
estudiar el efecto de esta variable sobre la emision de CHj4 entérico.

2. ANTECEDENTES

2.1. PRODUCCION GANADERA EN URUGUAY

Uruguay es un pais principalmente ganadero ocupando actualmente dicho sector
12.393.000 has, lo que representa el 70% del total de la superficie nacional. El stock de
ganado de carne es de 12.4 millones de cabezas y representa el 21% de las exportaciones de
origen agropecuario del pais (MGAP-DIEA, 2017). Dichas exportaciones son, en orden de
importancia, productos congelados, elaborados y salados y productos enfriados (Fig.l).



Durante el ultimo afio, China sigui6é afirmandose como el destino mas importante de las
carnes uruguayas (MGAP-OPYPA, 2017).

La produccidon ganadera en Uruguay ha sido tradicionalmente realizada en condiciones
extensivas, a partir del pastoreo directo de pasturas de baja calidad nutricional y sin
suplementacion. Desde el afio 2003 se ha registrado un incremento constante del precio del
novillo gordo (MGAP-DIEA, 2017) que en cierta medida parece haber incidido en la
transformacion de los sistemas ganaderos nacionales. En los ultimos afios se ha
incrementado el area de mejoramientos sobre campo natural e incluso de pasturas y
verdeos, permitiendo asi una intensificacion de los sistemas ganaderos. Dicha
intensificacion también se ha basado en la suplementacion con granos de cereales y
subproductos agroindustriales, principalmente en la etapa de terminacion de ganado en
confinamiento. En este sentido se ha dado crecimiento constante del stock de animales
encerrados (MGAP-OPYPA, 2017) para terminacion.

Figura N° 1. Evolucion de las exportaciones de carne bovina segun tipo de procesamiento
(tt), 2009-2016
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Fuente: MGAP-DIEA (2017)

2.2. GASES DE EFECTO INVERNADERO Y ACUERDOS INTERNACIONALES

2.2.1. Principales Gases de Efecto Invernadero (GEIs)

El vapor de agua (H20), di6éxido de carbono (CO3), 6xido nitroso (N2O), metano (CHa), y
ozono (O3) son los principales gases de efecto invernadero en la atmdsfera terrestre. Estos



interaccionan con la radiacion infrarroja emitida por la superficie de la Tierra, la atmosfera,
y las nubes, atenuando las variaciones de temperatura que existirian si no estuvieran
presentes (MVOTMA, 2016). Desde la revolucion industrial, y debido principalmente al
uso intensivo de los combustibles fosiles en las actividades industriales y el transporte, se
han producido sensibles incrementos en las cantidades de estos GEls emitidos a la
atmosfera. Esto se ha visto agravado ya que otras actividades humanas, como la
deforestacion, han limitado la capacidad regenerativa de la atmosfera para secuestrar el
COa,, principal responsable del efecto invernadero. Se prevé que los futuros cambios en el
clima incluyan mas calentamiento, cambios en las pautas y cantidades de las
precipitaciones, subida del nivel del mar y cambios en la frecuencia e intensidad de algunos
sucesos extremos (IPCC, 2001).

Con la finalidad de evaluar la contribucion relativa de cada gas al calentamiento global, se
utiliza el indice llamado Potencial de Calentamiento Atmosférico (PCA) que resulta de
relacionar el efecto particular de dicha masa liberada, con el de una masa equivalente de
CO> (tomado como referencia) emitido a la atmosfera. E1 CHs presenta un PCA de 21, es
decir que cada tonelada de CH4 emitida se considera con un potencial de calentamiento a
100 afios equivalente a 21 toneladas de CO». El N>O tiene un PCA de 310, es decir que
cada tonelada emitida se considera que tiene un potencial de calentamiento a 100 afios,
equivalente a 310 toneladas de CO2, (MVOTMA, 2016).

2.2.2. Acuerdos internacionales sobre reduccidén de emision de GEIs

El Protocolo de Kioto (1997) establece que los paises que figuran en el Anexo B acordaron
reducir sus emisiones antropogenicas de gases de efecto invernadero (CO2, CH4, N>O,
HFC, PFC y SFs) a un nivel inferior en no menos de 5% en comparacion con las emisiones
de 1990 (IPCC, 2001). Dicho Protocolo consta de dos periodos de actuacion: 2008-2012 y
2013-2020. Los paises en vias de desarrollo, dentro de los que se encuentra Uruguay, no
estan incluidos en dicho Anexo pero se han comprometido a elaborar sus inventarios
periddicamente.

En el Acuerdo climatico de Paris (2015) los paises se han comprometido a presentar
periddicamente sus compromisos de reduccion de emisiones y sus planes de adaptacion al
cambio climatico con el objetivo de mantener el aumento de la temperatura por debajo de
2°C con respecto a los niveles pre-industriales, y también proseguir los esfuerzos para
limitar ese aumento de la temperatura a 1,5°C, nivel considerado vital para salvaguardar a
los paises mas vulnerables (Carlino, 2016). Su aplicabilidad sera para el afio 2020, cuando
finaliza la vigencia del Protocolo de Kioto.



A partir de los acuerdos vigentes anteriormente descriptos es que Uruguay elabora sus
inventarios nacionales de GEIs desde 1995. El organismo encargado de la elaboracion de
dichos inventarios es el Ministerio de Vivienda, Ordenamiento Territorial y Medio
Ambiente (MVOTMA) y utiliza para ello las directrices del IPCC.

2.3. EMISION DE GASES DE EFECTO INVERNADERO EN URUGUAY

A diferencia del perfil mundial de emisiones, en el cual el CO; representa mas del 70% de
las emisiones totales, en Uruguay las emisiones de CHj4 totalizaron 799 Gg en el afo 2012,
representando el 43% de las emisiones totales nacionales. El sector Agricultura, aport6 el
93,3% del total del CH4 emitido a nivel nacional, seguido por el sector Desechos el cual
aporto el 5,9% y por ultimo el sector Energia con tan solo 0,8% del total de emisiones de
CH4 (Fig. 2 y 3). El 87% del total de las emisiones de CH4 en nuestro pais provienen de la
fermentacion entérica (MVOTMA, 2016).

Dada la participacion y relevancia del sector ganadero en la economia nacional y en las
emisiones totales del pais reportadas en los inventarios nacionales, surge la necesidad de
investigar sobre la emision de CHs entérico en los diferentes sistemas productivos del pais.
A nivel mundial, los sistemas de produccion pastoriles han sido cuestionados por emitir
mas CH4 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 produccion ganaderos son mayoritariamente de base pastoril, se debe
afrontar el desafio de incrementar la productividad animal para satisfacer la demanda
creciente de alimentos y al mismo tiempo reducir las emisiones de CH4 por unidad de
producto animal (ej. kg CHa/kg carne) (Makkar y Vercoe, 2007).
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Figura N° 2. Emisiones Nacionales de CH4 por sector
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Figura N° 3. Emisiones Nacionales de CH4 por sector y categoria
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2.4. EMISION DE CH4 EN RUMIANTES

El alimento ingerido por los rumiantes no estd directamente disponible para ser utilizado
por el animal. A través de la masticacion, el alimento sufre primero una accion mecanica
que permite reducir el tamafio de la particula pero que no es suficiente para permitir la
absorcion de los nutrientes. En el rumen, los alimentos y liquidos ingeridos se mezclan y se
mantienen en condiciones anaerobicas, normalmente a un pH de 5,6-6,7 y 39°C (Janssen,
2010). Aqui el alimento sufre una transformacion adicional por accion de la rumia y por la
accion de la microbiota ruminal (Church, 1990). En los tltimos afios mucho se ha estudiado
sobre la diversidad microbiana ruminal. Segin Kamra et al. (2005) la misma esta
compuesta por diferentes tipos de microorganismos. Dentro de ellos, los mas abundantes
son las bacterias, con 10'°-10!'! células/ml, mayoritariamente Gram-negativas, que estan
representadas por mas de 50 géneros conocidos, siendo menores las cantidades de
protozoarios ciliados y hongos. Dentro de los procariotas se encuentran los
microorganismos productores de CHa, las Arqueas metanogénicas. Dentro de estas ultimas,
Kamra (2005) menciona siete especies diferentes que representan cinco géneros de
metanogenas: Methanobacterium formicicum, Methanobacterium bryanti,
Methanobrevibacter ruminantium, Methanobrevibacter smithii, Methanomicrobium
mobile, Methanosarcina barkeri y Methanoculleus olentangyi), que se encuentran a altas
concentraciones relativas (107-10° segin el mismo autor). Esta comunidad microbiana
participa, utilizando diferentes mecanismos, en la fermentacion de parte de los
componentes del alimento ingerido (Blas et al., 2008). Poseen 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 y
fermentan luego los azucares liberados dando lugar a la formacion de acidos grasos
volatiles (AGV) (acético, butirico y propionico), CO2, CHy y calor (McDonald et al., 1995),
asi como al crecimiento y proliferacion de los propios microorganismos (Blas et al., 2008).
El acético, butirico y propidnico forman una parte importante de los requerimientos de
energia y carbono de los rumiantes, y se absorben en gran parte a través de la pared del
rumen (Janssen, 2010). La relacion de AGV producidos, es un aspecto a considerar ya que
regula la produccion de hidrogeniones (H2) y por ende la produccion de CHs4 (Johnson y
Johnson, 1995) a nivel ruminal. Las posibles vias de la fermentacion de la glucosa dan
como resultado que se formen diferentes cantidades de H», por lo que la estequiometria de
la formacion de CH4 a partir de la glucosa varia, de acuerdo a las siguientes ecuaciones
(Janssen, 2010):
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CHu/glucosa
(mol/mol)
.66 Acético + 1,33 Propionico 0
Almidon Acético + Propionico + Ha 0,25
x‘x‘\‘ Glucosa” __  Butirico + 2 Hz 0.5
Celulosa .’"’/ X 0,66 Acético + 0,66 Butirico + 2,66 Hy  0.66
2 Akético + 4 Ha 1.00

De esta forma, la cantidad de CH4 formada por unidad de alimento digerido depende de la
ocurrencia de las distintas vias de fermentacion, las cuales producen diferentes cantidades
de H>. Al mismo tiempo, la ocurrencia preferencial de una u otra via depende de las
actividades relativas de las especies microbianas que actian en cada una de ellas.
Asimismo, la seleccion de cada via estd controlada termodinamicamente por Ia
concentracion de H» predominante en el rumen (Janssen, 2010). En la formacion de acético
y butirico se liberan H> que promueven la produccion de CHy4, mientras que la formacion de
propionico implica captura de H», por lo que puede ser considerada como una forma
competitiva en el uso del Hz (Vlaming, 2008).

El CHa4, uno de los productos finales de la fermentacién ruminal, es formado por Arqueas
metanogénicas (Martin et al., 2010), quienes utilizan el H> producido por eubacterias
fermentativas, protozoarios y hongos para reducir el CO; a CH4 (4H2 +CO,—CH4 +2H20).
Por lo tanto, la metanogénesis es principalmente un sumidero de H> metabdlico en el rumen
(Yafiez-Ruiz et al., 2010).

El CH4 no puede ser utilizado por el animal y es eliminado en mayor proporcién por
eructacion junto con otros gases producidos en el rumen. La formacion de CH4 representa
para el animal una pérdida de entre el 2 al 12% de la energia bruta ingerida (EBI) en los
alimentos, resultando en una fuente de emision de GEIs hacia la atmosfera (Vlaming,
2008). Sin embargo, la metanogénesis y la eliminacion de los gases son un componente
esencial en el rumen ya que permiten mantener el pH ruminal en condiciones estables para
la actividad microbiana (Martin et al., 2010). En este sentido, las Arqueas metanogénicas,
anaerobias estrictas, son muy sensibles a cambios en el medio ruminal, especialmente pH,
siendo su rango Optimo de 6,5 a 7,0 (Blas et al., 2008). Por ello, cualquier intento de
modificar la metanogénesis debe tener en cuenta la forma alternativa de remocion del Ha,
de manera que no se vea perjudicada la eficiencia del sistema digestivo (Clark et al., 2011).
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2.4.1. Estrategias de mitigacion de la emisién de CHa

Diversas son las estrategias que se han planteado a lo largo de los afios para mitigar las
emisiones de CHy entérico. Entre ellas se puede mencionar:

1) Incorporacién en la dieta de inhibidores de la metanogénesis. Los compuestos utilizados
para disminuir la produccion de CHs en el rumen pueden ser divididos de acuerdo a su
mecanismo de accion: a) aquellos que direccionan las moléculas de H> hacia productos
diferentes al CHs (ej. iondforos y taninos) y, b) aquellos que inhiben directamente el
crecimiento o metabolismo de los metanogenos (ej. aceites esenciales). Los acidos grasos
de cadena media y larga ejercen su accion a través de ambos mecanismos (Ramirez et al.,
2014).

Los iono6foros son antibidticos muy eficaces contra bacterias Gram+, y presentan poca o
ninguna actividad contra Gram™ (Ramirez et al., 2014). Las Gram™ compiten con las
Arqueas metanogénicas por H disponibles en el rumen y de este modo se da mayor
produccion de 4acido propidnico y succinico y menor produccion de CH4 entérico.
Asimismo los ion6foros son poliésteres altamente lipofilicos que se acumulan en las
membranas celulares (Russell y Houlihan, 2003) y catalizan el movimiento rapido de
cationes como el sodio, potasio y calcio a través de las membranas celulares (Clark et al.,
2001). Cuando se incorpora a la dieta afectan la produccion de CH4 de dos maneras: 1)
aumentan la eficiencia de conversion de alimento y esto reduce la produccion de CH4 por
unidad de producto; 2) debido a su efecto sobre la fermentacion ruminal, reducen
directamente la cantidad de CH4 producido por unidad de ingesta de alimento. Se ha
reportado que la magnitud y la persistencia de la reduccioén de la metanogénesis es variable
(Odongo et al., 2007) y que no persiste en el tiempo por capacidad de la microbiota ruminal
para adaptarse al ion6foro (Johnson y Johnson, 1995). Su prohibicion en la Union Europea
ha desestimulado su uso como estrategia de mitigacion a nivel mundial (Gerber et al.,
2013).

Los taninos son metabolitos secundarios de las plantas y se clasifican como compuestos
polifendlicos de alto peso molecular. Dos modos de accion de los taninos en la
metanogénesis han sido propuestos: un efecto directo sobre las metandgenas ruminales y un
efecto indirecto sobre la produccion de hidrégeno debido a la menor degradacion del
alimento (Martin et al., 2010). Al igual que los iono6foros, los taninos poseen actividad
antibacteriana mas marcada contra las bacterias Gram+ que contra las Gram™. Los grupos
fenolicos de los taninos se pueden enlazar con proteinas y fosfolipidos de la membrana
externa de la pared celular, lo cual explica porque las bacterias Gram, a diferencia de las
Gram+, son relativamente mas resistentes a la accion de estos compuestos (Ortiz et al.,
2014). El efecto de los taninos sobre la metanogénesis es variable, reportandose hasta un
20% de reduccion de la emisidon pero también se reporta que la ingesta y la produccion
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animal pueden verse comprometidas (Hristov et al., 2013). En este sentido, se reporta que
una dosis de 2% de Taninos Condensados de quebracho (Schinopsis balansae) inhibe el
crecimiento microbiano y una dosis superior al 3% es letal para los microorganismo
ruminales (Ortiz et al., 2014).

Los aceites esenciales son compuestos aromadticos, volatiles, de aspecto oleoso,
responsables del olor y sabor caracteristico de las plantas. Al ser suministrados a rumiantes
pueden, a nivel ruminal, interactuar con las membranas celulares, reducir la captacion de
glucosa e inhibir el crecimiento de algunas bacterias Gram+ y Gram'. Sin embargo, estas
ultimas presentan mayor tolerancia debido a su membrana externa, que constituye una
superficie hidréfila que actia como barrera impermeable (Ortiz et al., 2014). Segln
Ramirez et al. (2014) los aceites esenciales poseen propiedades antimicrobianas,
evidenciandose una disminucién de la produccién de acético y un incremento de la
produccion de propidnico. Aunque seguin este autor la informacidon no es consistente, los
aceites esenciales podrian ademds reducir la produccion de CH4 debido a la inhibicion
selectiva del crecimiento de protozoarios, que conviven en estrecha sintropia con las
Arqueas metanogénicas (lo mismo sucede con el uso de iono6foros). Los protozoarios
benefician a las Arqueas metanogénicas de diferentes formas. Las Arqueas metanogénicas
han sido observadas sobre la superficie exterior de los protozoarios ciliados del rumen y
como endosimbiontes de éstos. La eliminacion de H> permite que el protozoario fermente la
materia organica hasta acetato y COz, evitando la generacion de productos reducidos como
etanol y lactato, obteniendo una méaxima produccion de ATP. Asimismo, los protozoarios
atentian el efecto del oxigeno a través de sus hidrogenosomas oxigeno-tolerantes y proveen
un medio para la retencion ruminal de las metandgenas. Teniendo en cuenta que alrededor
del 25% de las metanogenas ruminales viven en asociacion con protozoarios, s€ espera que
una reduccion en los ultimos disminuya los primeros (Ortiz et al., 2014).

Los acidos grasos de cadena media y larga inhiben el crecimiento de bacterias Gram+ y
Arqueas metanogénicas via absorcion y ruptura de las membranas celulares (Ramirez et al.,
2014). Ungerfeld et al. (2005) encontraron que el 4cido hexadecatrienoico, de cadena larga,
inhibi6 la produccién in vitro de CH4 en un 97%. Ademas, la biohidrogenacion de acidos
grasos insaturados puede constituirse en una ruta alternativa para la utilizacion de Hz en el
rumen. La inclusion de lipidos ha sido reportada como una posible alternativa (Hristov et
al., 2013) siempre que su inclusion no sobrepase el 8% de la ingesta (Grainger y
Beauchemin, 2011) ya que de esta forma se evitaran efectos sobre la salud ruminal y sobre
la productividad animal.

2) la mejora de la calidad del alimento proporcionada a los rumiantes tiene efectos
reductores de la metanogénesis dado que la fermentacion ruminal produce mayores niveles
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de acido propionico, el cual compite por los hidrogeniones con el CH4, produciéndose de
esta forma menor cantidad de CH4 entérico. Las estrategias pueden ser la incorporacion de
concentrados en la dieta (Hristov et al., 2013; Mufioz et al., 2015) o la mejora de la calidad
de las pasturas. En este sentido existen varias evidencias de que la incorporacion en las
pasturas de forrajes de alta calidad nutricional (ej. leguminosas), conducen a una menor
emision de CHs por unidad de materia seca ingerida (MSI), comparado con la emisién
obtenida en pasturas de baja calidad (Dini et al., 2012; Hammond et al., 2011); y

3) La eficiencia de utilizacion de alimento (o consumo residual de alimento, CRA) se ha
reportado recientemente como una caracteristica animal asociada con la emision de CHy
(Clark et al., 2001; Hegarty et al., 2007; Cassandro et al., 2013). Es asi que animales mas
eficientes emitirian menos CHj4 entérico, aunque ain existe poca bibliografia al respecto y
los mecanismos por los que esta emision estaria reducida no son claros.

En el marco de esta Tesis se hard referencia puntualmente a dos de las estrategias de
mitigacion mencionadas: la mejora de la calidad del alimento en dietas netamente pastoriles
y el uso de animales con bajo CRA que pueda afectar la emision de CH4 entérico. Ambas
estrategias son relativamente novedosas y potencialmente aportarian una utilidad especifica
para el pais.

2.4.1.1. Manejo de la alimentacion

La cantidad y el tipo de ingesta de alimento afectan los procesos de fermentacion en el
rumen. En términos absolutos, las emisiones de CH4 estan directamente determinadas por el
nivel de ingesta, es decir, cuanto mayor es la MSI, mayor serd la emision neta (g/d)
(Moorby et al., 2015). Sin embargo, la emision relativa es menor. Hay precedentes que
afirman los efectos de la calidad de la dieta en la produccion de CH4 por unidad de
consumo de alimento (Johnson y Johnson, 1995; Velazco et al., 2017). Si bien se conocen
los efectos de la inclusion de granos en la dieta para reducir la metanogénesis (Lovett et al.,
2005), hay estudios que sugieren que no es una estrategia efectiva cuando hay una alta
asignacion de material de forraje de alta calidad (Mufioz et al., 2015), por la elevada
sustitucion que producen. Por otra parte, la incorporacion de forrajes de alta calidad
nutricional conduce a menores emisiones de CH4 por unidad de MSI (CHs/kg MSI) en
comparacion con forrajes puros de baja calidad (McCaughey et al., 1999; Lee et al., 2004;
Hammond et al., 2011). Estos ultimos tienen un efecto positivo en la metanogénesis
ruminal porque proporcionan niveles mas altos de fibra que estimula la rumia y genera una
menor velocidad de pasaje de entrada al rumen, asi como una mayor tasa de fermentacién
con niveles mas altos de acido acético e hidrogeno (Hammond et al., 2011). Sin embargo,
estos resultados provienen de estudios de investigacion basados principalmente en camaras
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de respiracién o en otras condiciones sin pastoreo. En estos casos, variables complejas
como el pastoreo selectivo o la velocidad de alimentacion no contribuyeron a los resultados
obtenidos. En condiciones exclusivamente pastoriles existen pocos precedentes para
evaluar los efectos de la incorporacion de pasturas de alta calidad nutricional en las
emisiones entéricas de CHa.

2.4.1.2. Consumo residual de alimento

Recientes trabajos internacionales reportan que animales mas eficientes en el uso del
alimento ingerido (bajo consumo residual de alimento, CRA) emiten menos CH4 entérico
(Cassandro et al., 2013) y dicha caracteristica ha sido identificada como una posible
estrategia de mitigacion de la emision de CH4 ya que la misma es proporcional a la cantidad
de alimento consumido por un animal (Alemu et al., 2017). Los animales con valores bajos
de CRA son mas eficientes (consumen menos alimento de lo esperado considerando su
peso corporal vivo y ganancia diaria; Hegarty et al., 2007) y producen menos CHy entérico
(Basarab et al., 2013), aunque el mecanismo que vincula a estas dos variables no esta claro.
En este sentido, Hegarty et al. (2007) plantean que animales mas eficientes producen un
25% menos de CH4 entérico. Estas diferencias son atribuidas a variaciones entre animales
en la ingesta de alimento, en la digestion, el incremento de calor, el recambio proteico, el
comportamiento y actividad de alimentacion, composicion corporal y tasa de ganancia,
peso vivo, prolificidad y varios otros factores actualmente desconocidos (Richardson y
Herd, 2004). Por lo tanto, existen antecedentes que proponen la seleccion de animales en
base a su CRA como una alternativa para mitigar las emisiones de CH4 (Nkrumah et al.,
2006; Hegarty et al., 2007; Basarab et al., 2013; Pickering et al., 2015; de Haas et al.,
2017). Por el contrario, algunos autores que trabajan en condiciones de pastoreo no
encontraron diferencias en las emisiones de CH4 entre animales con CRA divergentes
(Velazco et al., 2017). Hasta el momento, la investigacion sobre este tema se ha limitado al
estudio en ganado lechero y en raza Angus y se considera que las inconsistencias en los
resultados pueden ser causadas por diferencias en el comportamiento ingestivo de los
animales evaluados o en diferencias en la microbiota, o incluso en la evaluaciéon de
animales con CRA no tan divergentes. Considerando la potencialidad de esta caracteristica
animal como estrategia de mitigacion de la emision de CHs entérico es que se requiere
mayor investigacion que permita concluir fehacientemente en qué condiciones productivas
puede ser evaluada como estrategia de mitigacion.

17



2.5. DETERMINACION DE CONSUMO EN PASTOREO

La determinacion del consumo de materia seca (MSI) es de fundamental importancia para
la nutricion animal de los rumiantes y para conocer la cantidad de nutrientes disponibles
para las funciones de mantenimiento, produccion y prefiez del animal (NRC, 2001). En
condiciones de pastoreo, el consumo de forraje es una informacién muy importante y
necesaria para evaluar el estado nutricional de los rumiantes en diferentes sistemas. Sin
embargo, la medicion directa de la ingesta de forraje de rumiantes en pastoreo no es simple
de implementar ya que no se dispone de metodologias faciles y precisas. Este tipo de
mediciones se basan mayoritariamente en la diferencia existente entre la estimacion de
forraje a través de corte y pesado previo al pastoreo (i.e. estimacion de oferta) y la
estimacion del forraje posterior al mismo (i.e. estimaciéon de rechazo). El tamafio de la
superficie de corte o muestreo, la distribucion de los puntos de muestreo, el nimero de
muestras, la altura de corte asi como el tipo de pastura generan importantes imprecisiones
en esta metodologia (Latinga et al., 2004).

El consumo de forraje de animales en pastoreo ha sido también estimado en forma indirecta
utilizando diversos métodos basados en marcadores inertes externos e internos. Algunos
ejemplos de marcadores externos son los n-Alcanos, el 6xido de cromo (Cr203), tierras
extrafias, el polietilenglicol, el ¢xido de titanio (TiOz), y el iterbio. Entre los marcadores
internos se han utilizado principalmente técnicas que requieren de disponer de los valores
de la proteina fecal o de la composicion de la fibra ingerida. Los marcadores externos son
administrados por via oral, donde la concentracién del marcador se determina en muestras
fecales para estimar la excrecion fecal. Owens y Hanson (1992) afirman que un marcador
inerte ideal debe tener las siguientes propiedades: no se puede absorber o ser afectado por
el tracto digestivo, no debe influir en la fermentacion ruminal, debe detectarse a bajas
concentraciones, debe ser inerte y no debe ser toxico. En general, una propiedad crucial de
un marcador inerte es una recuperacion alta y constante en las heces. En este sentido,
Owens y Hanson (1992), usan el término de flujo (g/d) como forma de determinar el
correcto transito del marcador en el tracto digestivo. Dicho flujo se calcula como el
cociente entre la dosis y la concentracion del marcador. Este célculo asume que se ha
logrado un estado de equilibrio del marcador en el rumen. Para ello, Glindemann et al.
(2009) reportan que cuando el TiO> es utilizado como marcador externo, se logra un
equilibrio entre el consumo y la excrecion del TiOz en rumen en al menos 5 dias luego de la
administracion inicial del marcador.

En el pasado, el Cr20;3 era uno de los marcadores inertes mas comtinmente utilizados para
predecir la excrecion fecal en rumiantes en pastoreo (Glindemann et al., 2009). Sin
embargo, estudios en rumiantes alimentados con forraje han demostrado que la
recuperacion fecal de Cr203 a menudo es muy variable entre los animales (93-113%), asi
como también se reportan variaciones diurnas significativas (Titgemeyer et al., 2001). Pese
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a su mayor recuperacion en heces (en comparacion a la recuperacion fecal del TiO»: 93-
95%; Titgemeyer et al., 2001) el Cr203 no esta aprobado como un aditivo de la dieta animal
debido a sus efectos nocivos sobre la salud humana, cuando el mismo es inhalado.

El uso de n-alcanos (Dove y Mayes, 2006) también ha sido amplia y exitosamente utilizado
para la determinacion del consumo animal en pastoreo (Fajardo et al., 2015; Trujillo et al.,
2013). Sin embargo, si el forraje presenta algin grado de heterogeneidad (varias especies
y/o avance en estado fenologico) se generan algunas dificultades para la estimacion del
consumo. Para sobrellevar esta limitante se debe hacer un buen ajuste o valoracion en
laboratorio de la concentracion de alcanos en las especies o partes de plantas que el animal
consume.

Diversas comparaciones entre CroO3 y TiO2 en cerdos (Jagger et al., 1992), en vacunos
(Titgemeyer et al., 2001) y en ovejas (Myers et al., 2006) han demostrado que el TiO> es
una alternativa al Cr;0O3; como marcador para estudios en rumiantes. En el caso de
Titgemeyer et al. (2001) reportaron en vacunos recuperaciones fecales de Cr2O3 y TiO2 que
no fueron diferentes estadisticamente entre si (Cr203: P > 0,25; y TiO2: P > 0,17), siendo la
recuperacion promedio de TiOz de 94,6% y la de Cr203 de 112,3%. Si bien estos valores
reportados no muestran diferencias estadisticas, los autores enfatizan que se deben realizar
un mayor numero de trabajos que usen el TiO> como marcador externo, destacandose la
inocuidad del mismo para la salud humana. De Souza et al. (2015) plantean que el TiO> es
superior al Cr203; como marcador externo en vacas lecheras, ya que lograron un menor
error en la estimacion del forraje consumido.

Existen diferentes trabajos que reportan el uso de TiO> como marcador externo para la
determinacion de consumo animal, utilizdndose a su vez diferentes especies, entre ellas
aves, ovinos y vacunos. Originalmente, la técnica fue reportada por Short et al. (1996)
quienes describen el procedimiento para el analisis de TiO2 en los excrementos de pollo
basados en modificaciones del procedimiento de Leone (1973). Short et al. (1996) fue
posteriormente modificado por Titgemeyer et al. (2001) para el analisis de TiO2 en
muestras fecales bovinas. Otros estudios reportan el uso exitoso de la técnica en ratas
(Krawielitzki et al., 1987), cerdos (Jagger et al., 1992), vacas lecheras (Hafez et al., 1988) y
ovinos (Glindemann et al., 2009).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A partir de la informacion disponible y con el objetivo de generar informacién nacional
para el desarrollo de factores de emision que puedan ser empleados en la elaboracion de los
Inventarios Nacionales de GEls, surgen algunas preguntas que atn no ha sido posible
responder:

La inclusion de pasturas de alto valor nutricional en la dieta de vacunos de carne que
permanecen en condiciones netamente pastoriles, ;permitird reducir las emisiones de CHy
entérico?

El uso del CRA como variable de seleccion de vacunos de carne, /es valido como estrategia

de mitigacion de la emision de CH4 entérico?

4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. HIPOTESIS

La mejora en la calidad de la pastura y el uso de CRA como variable de seleccion son
estrategias promisorias para mitigar las emisiones de CHs entérico en vacunos de carne.

4.2. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al proceso de intensificacion sostenible de la produccidon ganadera nacional a
través del estudio de posibles estrategias vinculadas con el manejo alimenticio y con
caracteristicas propias del animal (consumo residual de alimento, CRA) para la mitigacién
de las emisiones de CH4 entérico.

4.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Cuantificar las emisiones de CH4 entérico en vacunos de carne en condiciones pastoriles
y comparar el nivel de emisiéon de animales consumiendo pasturas de diferente calidad
nutricional.

2) Cuantificar las emisiones de CH4 entérico en vacunos de carne con niveles de consumo
residual de alimento (CRA) altamente contrastantes en condiciones de confinamiento.
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5. ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

En base a las hipotesis y objetivos planteados se realizaron 2 experimentos.

En el Experimento I se evalud la emision de CHs entérico en vaquillonas Hereford
consumiendo pasturas de diferente valor nutritivo. El mismo corresponde al objetivo
especifico numero 1.

De este experimento surgieron dos articulos:

1) "Estudio de la variabilidad de la técnica de estimacion de consumo en pastoreo a
través del marcador externo Didxido de Titanio". Dini, Y.; Ciganda, V.; Cajarville,
C. Veterinaria (Montevideo), v., 54 (208), p.: 4-9, 2017 (ANEXO I).

2) "Using highly nutritious pastures to mitigate enteric methane emissions from cattle
grazing systems in South America". Dini, Y.; Gere, J.L; Cajarville, C.; Ciganda, V.
Animal Production Science, . Article in Press. https://doi.org/10.1071/AN16803
(ANEXO II).

En el Experimento II se evalud la emision de CH4 entérico en novillos Hereford con
valores contrastantes de consumo residual de alimento (CRA), en condiciones de
confinamiento. El mismo corresponde al objetivo especifico nimero 2.

De este experimento surgi6 el siguiente articulo: "Association between residual feed intake
(RFI) and enteric methane emissions in Hereford steers". Dini, Y.; Cajarville, C; Gere, J.1.;
Fraga, M.; Fernandez, S.; Pravia, M.I.; Navajas, E.; Ciganda, V. Traslational Animal
Science, txyl11, https://doi.org/10.1093/tas/txy111 (ANEXO III).
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6. MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos experimentales fueron realizados de acuerdo a los principios bioéticos
y protocolos de supervision propuestos por el Comité de Bioética del Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA-Uruguay).

Los dos experimentos fueron realizados en vacunos de la raza Hereford pero difieren en
que se trabajo sobre diferentes categorias (vaquillonas y novillos) y en los sistemas
evaluados (pastoreo y confinamiento). En las Fig. 4a y 4b se presenta un esquema del
protocolo experimental para la determinacion de CHs entérico, utilizado en cada
experimento.

Figura N° 4. Esquema del protocolo experimental del Experimento I

Periodo 1 Periodo 2
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CH. (Técnica CH; (Técnica
SFs) 5Fs)
- Medicion de - Medicion de
CONSUMmOo CONSUmo
(marcador (marcador
Ti0:) Ti0y)
Dias ,
0 g 13 21 24
C?lncacic'uu Cﬂlgcgciéu H_,Eﬁ_.m: de Colocacian Retiro de
cdpsula 5F, Beciplentes Fecipientes Recipientes Recipientes
R.EED].EEIZGIEE. R.EED].E':t’U‘IEE RECDIECtGIE5 REC-’:"].ECtDIEE
Peso ZT-D Peso Vivo Peso Vivo Pezo Vive
1mict final inicial fimal
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Figura N° 5. Esquema del protocolo experimental del Experimento 11
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6.1. EXPERIMENTO I

Este estudio se realiz6 en la Estacion Experimental de INIA La Estanzuela (Colonia,
Uruguay, Coordenadas GPS: Latitud 34°20,727'S, Longitud 57°42,665" O) durante el
invierno y la primavera del afio 2013.

6.1.1. Diseiio experimental, animales, tratamientos v manejo

Se evaluaron 20 vaquillonas Hereford de 24 meses de edad promedio en dos momentos del
afno: invierno (11 junio -7 julio) y primavera (22 setiembre -18 octubre). Se utilizd6 un
disefio experimental cruzado incluyendo dos tipos de pastura y dos periodos experimentales
de 13 dias: ocho dias de adaptacion a la dieta y cinco dias de medicion de consumo (TiO2)
y de emisiéon de CH4, en cada estacion del afio (ver Fig. 4). Los animales estuvieron
permanentemente bajo condiciones de pastoreo y fueron agrupados en funcion del peso
vivo (PV) inicial y asignados aleatoriamente (n=10) a cada tipo de pastura. Los animales
fueron pesados al inicio y final de cada periodo experimental, como se observa en la Fig. 4.
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El peso promedio de cada lote al inicio del periodo de mediciones fue de: 393,05 + 27,53 y
397,65 + 26,47 kg.

Los animales pastorearon dos pasturas de calidad contrastante, definida en base a la
proteina cruda (PC), fibra detergente neutro (FDN) y digestibilidad in vitro. La
composicion quimica y la digestibilidad in vitro de ambas pasturas se presentan en la Tabla
1. Las mismas fueron denominadas como pastura de baja y alta calidad nutricional.

Tabla 1. Disponibilidad de forraje, composicién quimica y digestibilidad in vitro de las
pasturas utilizadas

Pastura de baja calidad Pastura de alta calidad

Invierno! Primavera? Invierno®  Primavera*
Forraje disponible 4149+ 127,9 3215+ 187,6 2625+ 195,5 2430+ 138,5
MS (%) 48,2 £3,73 279+ 1,17 19,6 + 0,86 18,3 +0,48
PC (%) 9,41 +0,27 11,6 £0,23 21,1 +£0,51 22,8 +£0,35
FDA (%) 33,9+0,30 30,3 +0,88 27,4 +0,79 26,8 + 0,86
FDN (%) 70,4 + 0,36 54,9+1,54 42,4+ 0,79 40,9 + 0,94
C (%) 10,9 £ 0,28 11,4+£0,15 11,2+ 0,29 9,82 +0,15
LDA (%) 8,37+ 0,26 6,70 + 0,69 9,08 0,37 8,11+0,42
MO (%) 89,0 £0,28 88,6 £0,15 88,8 £ 0,29 90,2+0,15
EE (%) 0,99 £0,16 1,58 +0,13 1,30+ 0,23 2,06 +0,13
CNF (%) 8,23 +0,35 20,5+ 1,63 24,3+ 0,85 244+ 1,16
DMS (%) 35,1+0,55 65,5+ 1,06 63,3 + 0,62 71,2+0,14
DMO (%) 31,1 £0,47 56,8 0,95 56,0+ 0,59 64,0+0,17

Forraje disponible (kg MS/ha) = forraje ofrecido; MS= materia seca; PC= proteina cruda; FDA= fibra detergente

acido; FDN= fibra detergente neutro; C=ceniza; LDA= lignina detergente acido; MO= materia organica; EE=

extracto etéreo; CNF= carbohidratos no fibrosos (CNF = 100 — (PC + C + FDN+ EE); DMS= digestibilidad de
la material seca; DMO=digestibilidad de la materia organica, -?Area asignada= 0,07 ha; “ *Area asignada= 0,15
ha. Los datos presentados son promedios por periodo y se presentan como media y desvio estandar.

La composicion botanica invernal de la pastura de baja calidad nutricional se caracterizd
por una predominancia de Cynodon dactylon (>60%) en una etapa de crecimiento
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avanzado, Lolium multiflorum, Paspalum dilatatum y cantidades minimas de Trifolium
repens (<10%). En primavera, la pastura de baja calidad nutricional mostr6 una mayor
prevalencia de Lolium multiflorum que en invierno (representando casi el 60% de las
especies) con la presencia de bajas cantidades de Cynodon dactylon, Paspalum dilatatum y
Trifolium repens. En la pastura de alto valor nutricional, tanto en invierno como en
primavera, la composicion botdnica se caracterizd por una predominancia de Trifolium
pratense (cerca del 50%) y el otro 50% compuesto por Bromus aulecticus y una minima
cantidad de Trifolium repens. El pastoreo se realizo en franjas diarias, con una asignacion
inicial del 5% del PV.

La disponibilidad inicial del forraje (>5cm) fue determinada diariamente en cada pastura
mediante el corte en tres puntos aleatorios usando cuadros de 0,2 m?. Las muestras fueron
analizadas para determinar la composicion quimica de ambas pasturas. Las mediciones para
los dos tipos de pastura se realizaron en dos momentos del afo: invierno y primavera.

6.1.2. Determinacion de la emision de CHy

La determinacion de CHs entérico fue realizada utilizando la técnica de trazado por
hexafluoruro de azufre (SFs) (Johnson et al., 1994) adaptada por Gere y Gratton (2010).
Ocho dias antes del comienzo de las mediciones (dia 0, Fig. 4), a cada animal se le
proporcion6 una capsula de permeacion conteniendo SFe utilizando para ello un
dosificador de plastico. La tasa de permeacion de SFs de las capsulas fue en promedio 6,65
mg/d (£1,08) y 6,59 mg/d (£1,08) en invierno y primavera, respectivamente. La recoleccion
de los gases exhalados y eructados se realizd con dos recipientes recolectores de acero
inoxidable de 0,5 L por animal, sostenidos por un bozal a la cabeza del animal. Los mismos
fueron evacuados previo al inicio de cada periodo experimental (dias 8 y 21, Fig. 4). Los
recipientes recolectores permanecieron en el animal por 5 dias, siguiendo el procedimiento
reportado por otros autores (Dini et al., 2012; Pinares-Patifio et al., 2012; Savian et al.,
2014; Amaral et al., 2016). Al final de cada periodo (dias 13 y 26, Fig. 4), los recipientes
recolectores fueron extraidos de cada animal y fue medida la presion post-muestreo. Los
recipientes que tuvieran valores de 400-600 mb fueron considerados validos de acuerdo a
Gere y Gratton (2010) y Gere (2012) ya que aseguran muestras de calidad aceptable. Los
que presentaron presiones <400 mb fueron descartados del experimento (menos del 10%).
Cinco sub-muestras fueron extraidas de cada recipiente recolector y almacenadas en viales
de 12-mL para la posterior determinacion de concentraciones de CH4 y SF¢. Luego, los
recipientes recolectores fueron vaciados, limpiados con Ny, evacuados, y colocados en los
animales (dia 21, Fig. 4) para el segundo periodo de 5 dias de recoleccion de gas.
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La determinacion de la concentracion de CHs y SFs se realizd por cromatografia de gas
(Perkin Elmer Clarus 600, INTA Castelar, Hurlingham, Argentina). Para el CH4 se utiliz
un detector de ionizacion de llama, para la determinacion de SF¢ se utilizo un detector de
captura de electrones. Después de obtener el andlisis cromatografico de las muestras, las
emisiones de CH4 por animal fueron calculadas utilizando la Ecuacién 1:

CH4 (g/d) = TP SFs (g/d) * [CH4]/[SFs] (1)

Donde TP SFs es la tasa de permeacion de la capsula de SFs, [CH4] y [SF¢] son las
concentraciones de los gases (en ppm y ppt, respectivamente).

6.1.3. Consumo por la Técnica de TiO> v analisis quimicos

Se realizd la determinacién del consumo diario por animal (MSI, kg d!) en cada
experimento utilizando la técnica del TiO, como marcador externo (Short et al., 1996).
Dicha medicion se realizo en los dias 9 a 13 y 22 a 26 de cada periodo experimental (Fig.
4). Cada mafiana, a cada animal le fue suministrada oralmente una cépsula de gelatina
conteniendo 10 g de TiO2 (14,5 g; 69% pureza). La administracion de las capsulas comenzd
8 dias antes del inicio del periodo de muestreo para alcanzar un estado de estabilidad
ruminal del TiO». Durante el periodo de mediciones se colectaron diariamente las heces de
cada animal via rectal. Las muestras fueron pesadas individualmente y se llevaron a estufa
a 60°C durante 96 horas para la determinacion del contenido de MS. A partir de ellas se
obtuvo una muestra compuesta por animal en cada periodo de medicion. La concentracion
de TiO2 en heces se analiz6 utilizando el procedimiento descrito por Myers et al. (2004) en
una submuestra de heces de cada muestra compuesta por animal. En las mismas se analizd
ademas contenido de FDN, fibra detergente acida (FDA), cenizas y lignina detergente acida
(LDA).

La MSI (kg d!) de cada animal se calculé de acuerdo a Corbett y Freer (1995) (Ecuacion
2):

MSI (kg d!) = MS fecal (kg d') x 100/(100 — DMS) )

La produccion de MS fecal (kg d') se calculdo de acuerdo con Prigge et al. (1981)
(Ecuacion 3):

MS fecal (kg d') = dosis de TiO2 (mg d-')/concentracion de TiO:z en heces (mg kg™) (3)

Las muestras de pasturas fueron pesadas y secadas a 60°C por 48h. Luego fueron molidas
hasta pasar por un tamiz de 1 mm y analizadas para determinar sus respectivas
composiciones quimicas. Los contenidos de MS, ceniza y nitrogeno total fueron analizados
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de acuerdo a AOAC (1990; ID método 934.01, ID 042.05, e ID 955.04, respectivamente).
El FDN fue analizado con amilasa estable al calor y sulfito de sodio. La FDA y LDA
fueron determinados segun Van Soest et al. (1991), incluyendo ceniza residual. El extracto
etéreo fue determinado extrayendo la grasa con éter de petrdleo durante 4 h con un
extractor de grasa Goldfish (Labconco Corp., Kansas City, MO, EE.UU.). La materia
organica fue determinada como (100-%ceniza). La digestibilidad in vitro del forraje fue
determinada de acuerdo con Terry y Tilley (1964) y la energia bruta mediante una bomba
calorimétrica adiabatica (Autobomb Gallenkamp; Loughborough, Leicester, United
Kingdom).

La concentracion de TiO; fecal fue determinada utilizando el procedimiento descrito por
Short et al. (1996) mediante un espectrometro (Thermo, modelo Genesys 10 puV, INIA La
Estanzuela, Colonia, Uruguay).

6.1.3.1. Célculo de ganancia o pérdida de peso a partir del consumo

La ganancia de peso diaria fue estimada para cada animal y periodo utilizando el programa
NRC (2016), basandose en el consumo individual (estimado a través del marcador externo
Ti0,), la calidad del forraje, edad, PV promedio y por periodo, y otras caracteristicas de los
animales experimentales (ej. raza, sexo). Para los animales que presentaron pérdida de
peso, el mismo fue estimado mediante la ecuacion de Davis et al. (1994) (Ecuacion 4):

EMg = D1 * PV%75* ADWT1,119/kg (4)

Donde EMg es el requerimiento de energia metabolizable (EM) para ganancia de peso. Los
valores de D1 se basaron en el tamafio del cuerpo (en el caso de los Hereford, el valor es
0,0686), de acuerdo con Davis et al. (1994). PV®’ es el peso metabolico, ADWT es el
cambio diario de peso promedio entre periodos de pesaje, y kg es la eficiencia de EM
utilizada para la ganancia calculada de la manera propuesta por el autor. Las mediciones
directas de PV no fueron utilizadas para la estimacién de los cambios de peso, ya que la
frecuencia de medicion fue realizada en un intervalo muy corto (5 dias).

La intensidad de emision de CH4 (g CHa/kg PV) fue calculada para cada animal basandose
en los datos de las emisiones diarias de CH4 y las ganancias de peso diarias obtenidas del
programa NRC (2016).
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6.1.4. Analisis estadisticos

Los datos de consumo, PV, ganancia diaria, emision de CH4 e intensidad de emision fueron
analizados utilizando el procedimiento MIXED en SAS (version 9.0; Instituto SAS, Cary,
NC, EE.UU.), de acuerdo al siguiente modelo:

Yijkim = p + Ti + Ej + P(E)jk + A1 + (T*E)jj + €ijkim

Donde Yijxim es la variable dependiente, 1 es el promedio general, T; el efecto corregido del
tratamiento (i = pastura de alta y baja calidad nutricional), E; es el efecto corregido de la
estacion (j = invierno y primavera), P(E)jk es el efecto del nivel k del periodo anidado
dentro el nivel j de estacion (k = 1-4), A; es el efecto animal (analizado como un efecto
aleatorio; 1 = 1-20), (TxE);j es la interaccion entre tratamiento y estacion, y €ijkim €s el error
residual.

Los promedios se compararon por el Test de Turkey-Kramer. Un test de normalidad fue
aplicado a todas las variables (Shapiro y Wilk, 1965), la unica variable que mostré una
distribucion diferente fue CHa por lo que se le realizd6 una transformacion logaritmica
(Logio) para normalizarla. Estos datos normalizados fueron analizados con PROC MIXED
como fue previamente descrito. Los resultados fueron considerados significantemente
diferentes cuando P < 0,05, y una tendencia fue confirmada cuando P <0,10.

6.2. EXPERIMENTO II

El estudio fue llevado a cabo en la Estaciéon de Prueba de Kiyu de la Asociacién de
Criadores Hereford (San José, Uruguay, Coordenadas GPS: Latitud S 34°35,797°, Longitud
0 56°42,302°), en Diciembre 2014.

6.2.1. Disefio experimental, animales, tratamientos y manejo

Se parte de un lote de 112 novillos Hereford que formaron parte de un proyecto de tres afos
en el cual se gener6 una poblacion de entrenamiento de 1000 animales para la
implementacidon de seleccion gendmica para consumo residual de alimento (CRA) en la
raza Hereford uruguaya (Navajas et al., 2014). Los 112 animales correspondieron a una de
las tres evaluaciones de CRA realizadas en el primer afio del proyecto, los cuales
provinieron de cinco establecimientos comerciales. La estimacion del CRA se basd en
mediciones del consumo individual realizadas en comederos automaticos GrowSafe en dos
corrales durante 70 dias, con acceso ad libitum al agua y al alimento. La evaluacion de
consumo se realizé luego de un periodo inicial de adaptacion de 15 dias a la dieta en
comederos tradicionales, seguido de un periodo de adaptacion de 15 dias a los comederos
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automaticos (Fig. 5). Los animales fueron alimentados dos veces por dia con una racion
totalmente mezclada (RTM) de ensilaje de sorgo, ensilaje de cebada, grano de maiz y
nucleo proteico-mineral-vitaminico (Tabla 2).

Tabla 2. Ingredientes y composicion de la racion totalmente mezclada (RTM)

Composicion de la dieta, % (base fresca)

Silo de sorgo 55
Silo de cebada 21
Grano de maiz 21
Nucleo proteico-mineral-vitaminico' 3

Composicion quimica

MS, % 44,95
PC, % 12,57
FDN, % 47,59
FDA, % 30,87
NDT, % 64,11
C, % 7,94
LDA, % 9,30
DMS, % 65,02
EB, Mcal’kg MS 3,93
EM, Mcal/kg MS? 2,31

"Harina de soja: 77%, Mycosorb®: 0,9%, Rumensin®: 0,3%,
Urea: 8,1%, CaCOs: 7,3%, NaCl: 5,5%, Rovimix Feedlot®: 09%;
NDT=Nutrientes digestibles totales = 96,03 — (1,034 x ADF, %) (Alemu et al., 2017);

3EM, MJ/kg MS = [(NDT, %/100) x 4,4 Mcal/kg NDT] x 4,184 MJ ED/Mcal x 0,82 MJ
EM/MJ ED (Alemu et al., 2017). Los valores presentados son promedios.
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En todos los animales se midi6 durante un periodo de 70 dias el consumo diario utilizando
el sistema de comederos automaticos GrowSafe (Modelo 6000, GrowSafe Systems Ltd.,
Airdrie, Alberta, Canadd). La materia seca ingerida (MSI) se calculdé como el promedio de
los registros diarios ajustados por el porcentaje de materia seca. Una vez que se completd el
periodo de medicion de 70 dias, los 112 animales se clasificaron segun sus valores de CRA,
calculados como la diferencia entre la MSI promedio diaria y la MSI esperada para el
crecimiento y mantenimiento del animal, calculado en base al peso vivo (PV), tasa de
crecimiento y composicion corporal segin lo propuesto por Basarab et al. (2003), basado
en Koch et al. (1963).

En funcion de la clasificacion de los animales por su CRA, se seleccionaron para este
trabajo dos grupos de nueve novillos cada uno (18 animales) con valores de CRA extremos
(-0,78 kg + 0,22 MSI/d y 0,83 + 0,34 MSI/d). Ambos grupos permanecieron en condiciones
de confinamiento durante 20 dias mas, se alimentaron con la misma dieta y siguieron el
mismo régimen de alimentacion ya especificado. Se continuaron las determinaciones de
MSI por animal y se evaluaron caracteristicas de comportamiento ingestivo (velocidad de
alimentacion, duracion de cada comida, tamafio promedio de la comida, tiempo durante el
cual el animal permanecia con la cabeza hacia abajo durante cada comida y tiempo total
durante el cual el animal permanecia con la cabeza hacia abajo) durante el experimento.

Se utilizo un disefio estadistico experimental de medidas repetidas en el tiempo que incluy6
dos tratamientos y dos periodos de medicion de 5 dias. Los tratamientos consistieron en los
dos niveles contrastantes de CRA de los animales: BCRA (animales mas eficientes) y
ACRA (animales menos eficientes).

6.2.2. Determinacion de la emision de CHgy

Se utiliz6 la técnica de trazado por hexafluoruro de azufre (SF¢) (Johnson et al., 1994)
modificada por Gere y Gratton (2010) para cuantificar las emisiones diarias de CHs. Ocho
dias antes del comienzo de las mediciones de CH4, ocho animales de cada grupo de CRA
contrastante (un total de 16 animales) recibieron via oral, una cépsula de permeacion
conteniendo hexafluoruro de azufre (SFs) usando para ello un dosificador de plastico (Fig.
5, dia 0). El animal restante de cada grupo se us6 como control para determinar las lineas
de base ambientales de CH4 y SFs (utilizadas luego para el célculo de la emision de CHa,
Ecuacion 1), por lo que no se le administr6 la capsula de permeacion de SFe. Las tasas de
permeacion diaria (TP) de SF¢ de las capsulas fueron en promedio: 5,98 + 2,33 mg/d y 5,89
+ 2,47 mg/d en el grupo con BCRA y ACRA, respectivamente. La emision de CH4 entérico
se midid en los 18 animales durante dos periodos consecutivos de cinco dias cada uno, de
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acuerdo a Dini et al. (2017). Los primeros ocho dias fueron de adaptacion de los animales
al uso de los recipientes recolectores (RR) (utilizados para la determinacion de la emision
de CHy) y para la estabilizacion del nivel de SF¢ en el rumen. Durante el estudio, el PV de
los animales se registr6 al principio y al final de cada periodo de medicion (Fig. 5). E1 PV
promedio fue 357 + 21,65 kg y 334 + 43,11 kg en el grupo BCRA y ACRA,
respectivamente.

La recoleccion del gas exhalado y eructado se realizd utilizando dos RR de acero
inoxidable de 0,5 L por animal. Al comienzo de cada periodo, estos recipientes se
evacuaron, se limpiaron con Nz y se utiliz6 un bozal para sujetarlos en la cabeza del animal.
Al final de cada periodo, los RR se retiraron de los animales y se midi6 la presion posterior
al muestreo. Los RR con valores de presion de 400 a 600 mb se consideraron validos segiin
Gere y Gratton (2010) y Gere (2012), ya que esta manipulacion garantiza muestras de
buena calidad. Los RR con valores de presion <400 mb se eliminaron del experimento. Se
extrajeron cinco submuestras de cada RR valido, se almacenaron en vacutainers de 12 ml y
se analizaron usando un cromatdgrafo de gases (Agilent 7890A) con un detector de
ionizacion de llama (FID) y un detector de captura de electrones (ECD) para determinar las
concentraciones de CHs y SFs, respectivamente. Después de obtener un anélisis
cromatografico de las muestras, las emisiones de CH4 por animal se calcularon usando la
Ecuacion 1.

6.2.3. Determinacion de la cantidad de metandgenas totales

Luego de completar el segundo periodo de medicion de CHs, los 18 novillos se
reincorporaron al lote original (112 animales) y pastorearon durante seis a diez meses hasta
que alcanzaron el peso de faena (500 kg PV, edad promedio de faena: 607 =49 dias).
Durante el verano pastorearon sorgo (Sorghum vulgare) en etapa vegetativa, y fueron
suplementados con ensilaje de sorgo, luego pastorearon avena (Avena sativa) y fueron
suplementados con grano de maiz a razén de 6 kg/d hasta la faena. Durante la faena, se
tomaron muestras del contenido ruminal y se guardaron a -80°C. Se extrajo el acido
desoxirribonucleico (ADN) y se realizé la cuantificacion del numero de copias del gen de la
metil coenzima-M reductasa (mcrA) mediante la reaccion cuantitativa en cadena de la
polimerasa (QPCR). Este gen se usd6 como marcador funcional para enumerar metanogenas
(Luton et al., 2002). Las reacciones (25uL) se realizaron en un termociclador BioRad CFX
96 usando Power SYBR ™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems); los cebadores
qmrcA-F y qmrcA-R, y las condiciones de reaccion fueron las mismas que en Denman et
al. (2007). Las curvas estandar para la cuantificacién absoluta y la estimacion de la
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eficiencia se realizaron de acuerdo con Fraga et al. (2015). Se usaron tres réplicas de cada
muestra de ADN (20 ng). Se cargd un control negativo (agua destilada estéril) en cada
placa.

6.2.4. Analisis quimicos

Diariamente se tomaron muestras de RTM, fueron pesadas y secadas a 60 °C durante 48 h.
Luego fueron molidas hasta pasar por un tamiz de 1 mm y analizadas para determinar sus
respectivas composiciones quimicas. Los contenidos de MS, ceniza (C) y nitrogeno total
(CP =N x 6,25) se analizaron de acuerdo con AOAC (1990, métodos ID 934.01, ID 942.05
e ID 955.04, respectivamente). FDN se analizd con amilasa estable al calor y sulfito de
sodio. FDA y LDA se determinaron usando Van Soest et al. (1991), incluyendo ceniza
residual. La digestibilidad in vitro se determin6 de acuerdo con Tilley y Terry (1963) y la
energia bruta mediante una bomba calorimétrica adiabatica (Autobomb Gallenkamp;
Loughborough, Leicester, United Kingdom).

6.2.5. Analisis estadisticos

Los datos se analizaron usando la version 9.0 de SAS (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EE.
UU.). Los datos de consumo y emisiones de CH4 se analizaron como medidas repetidas,
utilizando el procedimiento PROC MIXED segtn el siguiente modelo:

Yijk = pn + Ti + Pj + (TxP)ij + eijk,
que incluyo el efecto fijo del tratamiento (Ti = BCRA y ACRA), el efecto fijo del periodo
(Pj =1y 2), suinteraccion [ij (TxP)], y el error residual (Eijk).

La ganancia de peso diaria, las variables de comportamiento ingestivo y el nimero de
copias por mg del gen mcrA obtenido del contenido ruminal se analizaron mediante el
procedimiento PROC MIXED de SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC) de acuerdo con el
siguiente modelo:

Yij = p + Ti + eij,
que incluyd el efecto fijo del tratamiento (Ti = BCRA y ACRA).

Las medias de los tratamientos se compararon por el Test de Turkey-Kramer. Un test de
normalidad fue aplicado a todas las variables (Shapiro y Wilk, 1965). Las variables que no
mostraron una distribucion normal fueron las copias de mrcA/mg y alguna variable de
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comportamiento ingestivo, por lo que se le realizé una transformacion logaritmica (Logio)
para normalizarla. Estos datos normalizados fueron analizados con PROC MIXED como
fue previamente descrito. Los valores promedio se consideraron diferentes cuando P< 0,05
y tendieron a diferir si 0,05 <P <0,10.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. EXPERIMENTO I

La MSI diaria (kg/d) (estimada a partir del marcador externo TiOy), tanto expresada en
términos absolutos como en relacion con el PV (% PV), peso metabdlico (% PV%7),
proteina cruda ingerida (PCI, kg/d) y consumo diario de energia bruta (EBI, Mcal/d) fueron
significativamente mayores en la pastura de alta calidad (P <0,05), mientras que no se
encontraron diferencias para la ingesta de FDN entre tratamientos (P> 0,10, Tabla 3). Si se
encontraron diferencias significativas entre estaciones para el consumo de MS diario, PC,
EB y FDN (P <0,05) mientras que la interaccidon entre tratamiento y estacion no fue
significativa (P> 0,10).
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Tabla 3. Efecto de la calidad de la pastura (tratamiento) y de la estacion en el consumo

Pastura de baja calidad

Pastura de alta calidad

Probabilidad

Invierno Primavera Invierno Primavera Tratamiento Estacion Tratamiento* Estacion
MSI 5,50+£049 10,1+0,54 10,1+1,40 12,8+0,52 <,0001 <,0001 0,0959
MOI 4,10+£041 6,20+0,23 6,50+1,03 7,60+0,31 0,0002 0,0016 0,1344
FDNI 390£0,35 550+£0,24 430+0,61 5,20+0,22 0,5240 0,0003 0,1459
FDAI 1,90+0,16 3,00+£0,14 2,70+0,34 3,40+0,16 0,0021 <,0001 0,1224
PCI 0,50+0,05 1,20£0,06 2,10+0,29 290+0,12 <,0001 <,0001 0,9074
EBI 220+191 432+£220 40,9+5,64 579+2,40 <,0001 <,0001 0,2542
EBl/kg PV 0,10+ 0,01 0,10£0,004 0,10+0,02 0,20+0,01 <,0001 <,0001 0,1782
EBI/kg PV®S  0,30+£0,02 0,50+0,02 0,50+0,07 0,70+ 0,03 <,0001 <,0001 0,1936
MSI %PV 1,50+0,13 2,50+0,11 2,80+041 3,20+0,12 <,0001 0,0013 0,0723
MSI %PV%7S  6,70+0,58 11,2+0,52 123+1,76 14,3+0,54 <,0001 0,0004 0,0767
MOI %PV 1,L10£0,11 1,50+0,05 1,80+0,30 1,90+0,07 0,0002 0,0537 0,1107
MOI %PV®5 490+0,48 6,90+0,21 7,90+1,29 8,50+0,33 0,0002 0,0260 0,1149
FDNI %PV 1,10£0,09 1,40+0,05 1,20+0,18 1,30+0,05 0,4208 0,0259 0,1561
FDNI %PV%7 470+ 0,41 6,10+£0,22 5,20+0,77 5,90+0,22 0,4388 0,0101 0,1537
FDAI%PV 0,50+0,04 0,80+0,03 0,70+0,10 0,90+ 0,04 0,0019 0,0025 0,1054
FDAI%PV®*S  220+0,19 3,40+0,13 3,30+0,42 3,80+0,16 0,0022 0,0008 0,1091

MSI= materia seca ingerida (kg/d); MOI= materia organica ingerida (kg/d); FDNI= fibra detergente neutro ingerida (kg/d); FDAI= fibra detergente acido ingerida (kg/d);
PCI= proteina cruda ingerida (kg/d); EBI= energia bruta ingerida (Mcal/d); EBI/kg PV= energia bruta ingerida por kilogramo de peso vivo (Mcal/kg); EBI/kg PVO0,.75=
energia bruta ingerida por kilogramo de peso metabolico (Mcal/kg); MSI %PV= materia seca ingerida como porcentaje del peso vivo (%); MSI%PV0,75= materia seca
ingerida como porcentaje del peso metabolico (%); MOI %PV= materia organica ingerida como porcentaje del peso vivo (%); MOI % PV0,75= materia organica ingerida
como porcentaje del peso metabodlico (%); FDNI %PV= fibra detergente neutro ingerida como porcentaje del peso vivo (%); FDNI %PV0.75= fibra detergente neutro ingerida
como porcentaje de peso metabodlico (%); FDAI %PV= fibra detergente acido como porcentaje del peso vivo (%); FDAI %PV0,75= fibra detergente acido ingerida como
porcentaje del peso metabolico (%).



La emision de CHs expresada como porcentaje de la EBI (Ym) fue mayor en los
animales que pastorearon la pastura de baja calidad (P <0,05). Ademas, las emisiones
expresadas por unidad de MSI tendieron a ser mas altas la pastura de baja calidad (P =
0,055; Tabla 4). No se observaron diferencias entre tratamientos ni entre estaciones en
las emisiones de CH4 expresadas por unidad de materia orgénica ingerida, FDNI o
FDAI (P> 0,10; Tabla 4).

Los animales que pastorean la pastura de baja calidad mostraron una ganancia de peso
diario estimado de 0,27 kg/d y 0,41 kg/d, en invierno y en primavera respectivamente.
Dichos resultados permitieron calcular una intensidad de emision de 404 y 399 g CH4/
kg PV (13,75 vs 13,56 kg CO»-eq), respectivamente. Sin embargo, los animales que
pastorearon la pastura de alta calidad ganaron 0,80 kg/d y 1,4 kg/d en invierno y en
primavera respectivamente, con una intensidad de emision de 200 y 126 g CHs/kg PV
(6,81 vs 4,30 kg CO2-eq), respectivamente.
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Tabla 4. Efecto de la calidad de la pastura (tratamiento) y de la estacion en la emision de CH4

Pastura de baja calidad Pastura de alta calidad Probabilidad
Invierno Primavera Invierno Primavera Tratamiento Estacion Tratamiento®
Estacion
Emision 109+ 7,10 164 £21,33 160 + 10,84 177 + 23,80 0,065 0,099 0,241
Emision, log 10 2,00 +£0,03 2,20 +£ 0,05 2,20+ 0,03 2,20 + 0,06 0,032 0,086 0,127
Ym 7,90 + 1,07 5,20+0,77 7,00 + 1,44 4,20 + 0,59 0,043 0,006 0,352
Ym, log 10 0,90 + 0,06 0,70 +0,06 0,80+ 0,10 0,60 + 0,07 0,031 0,019 0,398
CHua/kg MSI 23,6 £3,19 16,8 2,45 21,6 +4,89 14,3 +2,07 0,077 0,024 0,375
CHs/kg MSI, log 10 1,30+ 0,06 1,20 £0,06 1,30 +0,10 1,10+ 0,07 0,055 0,067 0,353
CHus/kg MOI 33,4+5,27 27,4+ 4,38 36,7 £ 8,09 24,0 £ 3,55 0,289 0,082 0,799
CHs/kg MOIL, log 10 1,50 +0,07 1,40 £ 0,05 1,50+0,11 1,40 + 0,07 0,184 0,204 0,629
CHua/kg FDNI 33,5+4,54 30,7 + 4,64 51,6 +£10,85 35,0+ 5,10 0,244 0,141 0,687
CHa/kg FDNI, log 10 1,50 = 0,06 1,50 £ 0,05 1,70+ 0,10 1,50 £ 0,07 0,390 0,331 0,894
CHua/kg FDAI 66,5 +9,89 55,6 8,37 79,2 +£13,79 53,2+ 8,48 0,863 0,094 0,960
CHu/kg FDAIL log 10 1,80+ 0,07 1,70 £ 0,05 1,90 £ 0,09 1,70 + 0,07 0,806 0,210 0,940
CHus/kg PV 404 + 75,20 399 £122,15 200 + 98,75 126 £ 15,18 0,010 0,715 0,117

Emision = emision diaria de CH4 (g/d); Ym= emision de CH4 como porcentaje de la EBI (%); CHa/kg MSI= emision de CHa por kilogramo de materia seca ingerida (g/kg); CHa/kg MOI==

emision de CHa por kilogramo de materia organica ingerida (g/kg); CHa/kg FDNI= emision de CH4 por kilogramo de fibra detergente neutro ingerida (g/kg); CHa/kg FDAI= emision de CHa
por kilogramo de fibra detergente acido ingerida (g/kg); CHa/kg PV= intensidad de emision.
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A partir de los resultados obtenidos se puede decir que el mayor consumo de MS observado
en los animales que pastorearon la pastura de alta calidad puede explicarse por el menor
contenido de FDN y un mayor contenido de PC, asociado con una mayor digestibilidad.
Ademéds, los animales que pastorearon la pastura de baja calidad mostraron un consumo
relativamente bajo de ~ 2% de PV, mientras que los animales de pastorearon en la pastura
de alta calidad mostraron una ingesta cercana al 3% de PV. Estos resultados explicarian las
mayores emisiones en términos absolutos (g/d) que se observaron para el tratamiento de
alta calidad. No hubo diferencias en FDNI, lo que indica que la ingesta fue limitada por la
concentracion de FDN en la pastura, que fue similar a la estimacion maxima de FDN
basada en PV (Mendoza et al., 2003). No se debe desconocer el hecho de que en este
estudio no puede afirmar si la composicion botanica afectd los resultados o si la presencia
de compuestos secundarios afectd la ingesta de materia seca y las emisiones de CH4. El
mayor consumo de MS en la pastura de alta calidad resulté en emisiones de CH4 (g/d) 24%
mas altas que las emisiones en el tratamiento de baja calidad, lo cual fue consistente con los
resultados de Moorby et al. (2015). Los componentes quimicos de las pasturas, como el
extracto etéreo, CNF, FDN, CP y digestibilidad, también pueden haber tenido un impacto
notable en las emisiones de CH4. En este trabajo, la pastura de alta calidad present6 un
contenido de extracto etéreo 30% mas alto que la pastura de baja calidad, tanto en invierno
como en primavera. Los CNF fueron mas de 3 veces superiores en invierno y 30% superior
en primavera que en las pasturas de baja calidad. Los valores de Ym obtenidos fueron
similares a los reportados en estudios previos realizados en condiciones similares pero con
vacas lecheras (Dini et al., 2012) y en pastoreo de raigras con diferentes intensidades y
tipos de pastoreo (Savian et al., 2014). Las emisiones de CH4 expresadas por unidad de
consumo (CHs/kg MSI) o como porcentaje del EBI (Ym) fueron 11% y 14% inferiores,
respectivamente, en los animales que pastorearon la pastura de alta calidad, en comparacion
con los de baja calidad. Tal reduccion de emisiones obtenida en este estudio mediante el
uso de pasturas de alta calidad coincide con el rango reportado de reducciones de 12-25%
encontradas en estudios previos pero para situaciones no pastoriles (McCaughey et al.,
1999; Lee et al., 2004; Hammond et al., 2011). La pastura de alta calidad utilizada en este
trabajo fue similar a las pasturas templadas de alta calidad utilizadas por los agricultores en
Uruguay (Mieres et al., 2004). Existen varios estudios que destacan la incorporacion de
granos en dietas animales como una estrategia para reducir las emisiones de CH4 por
unidad de consumo (Jiao et al., 2014; Muiioz et al., 2015). Sin embargo, de este estudio,
surge que es posible reducir estas emisiones en sistemas netamente pastoriles a través de la
mejora en la calidad del forraje ofrecido. Estos resultados se confirman con valores de
intensidad de emision (g CHa/kg PV) cuatro veces inferior en los animales que pastoreaban
pasturas de alta calidad, en comparacion con los animales que pastoreaban pasturas de baja
calidad. Ademas, estos resultados sugieren que para los sistemas de produccion de carne, la
emision de CH4 debe expresarse por kg PV mas que en términos absolutos. Por lo tanto, el
uso potencial de la calidad de las pasturas como una estrategia para mitigar las emisiones
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de CHs entérico plantea la necesidad de enfatizar y fortalecer la investigacion para
determinar en qué medida las emisiones se pueden reducir a través de esta alternativa.

7.2. EXPERIMENTO II

Los animales menos eficientes (Alto CRA) presentaron un consumo de MS y de EB mayor
que los animales mas eficientes (Bajo CRA), pero no hubo diferencias en la GD (media =
0,82 kg/d; P= 0,923) entre los grupos evaluados. En relacion a las variables de
comportamiento ingestivo, los animales mas eficientes permanecieron menos tiempo
comiendo (P <0,0001) respecto a los ACRA (Tabla 5). Ademas, el tiempo en el que el
animal permaneci6 con la cabeza baja tendid a ser mas bajo en animales BCRA (P <0,029),
mientras que los valores de la tasa de consumo tendieron a ser mas altos (P <0,074). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en el tamafio promedio de cada
comida (media = 0,90; P = 0,34), en la cantidad de comidas (media = 13,21; P =0,63) ni en
el tiempo que permanecieron con la cabeza baja en cada comida (media = 347,76; P =
0,12).
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Tabla 5. Consumo, ganancia diaria y comportamiento ingestivo en novillos de BCRA y
ACRA

Tratamiento

BCRA ACRA ESM  P-valor

(alta eficiencia) (baja eficiencia)

Consumo, kg MS/d 9,33 10,62 0,326 0,014
EBI, Mcal/d 37,14 42,26 1,315 0,014
GD, kg/d 0,83 0,80 0,190 0,923
Velocidad de alimentacion, g/seg 4,05 2,75 0,482 0,074
Velocidad de alimentacion, log 1o 1,32 0,98 0,120 0,062
Tiempo en que permanecieron comiendo, seg 11802 15404 397,7 <,0001
Tamaio promedio de la comida, kg 0,81 0,98 0,120 0,342
Tamano promedio de la comida, log 10 -0,23 -0,12 0,121 0,549
Comidas por dia 12,81 13,60 1,135 0,627
Cabeza hacia abajo/comida, seg 265,0 430,5 71,47 0,121
Cabeza hacia abajo/comida, log 10 5,47 5,89 0,190 0,141
Cabeza hacia abajo total, seg 3024 4519 440,9 0,029

MSI = materia seca ingerida; EBI = energia bruta ingerida; GD = ganancia diaria promedio. Comportamiento ingestivo:
Cabeza hacia abajo/comida, seg= Tiempo durante el cual el animal permanecia con la cabeza hacia abajo durante cada
comida; Cabeza hacia abajo total, seg= tiempo total durante el cual el animal permanecia con la cabeza hacia abajo. Los
valores son promedio por tratamiento (n = 8/tratamiento).

Los animales mas eficientes (BCRA) produjeron 26,8% menos CH4 en términos absolutos
(g/d) asi como un menor rendimiento de CHs (27,9%) cuando se expresa por unidad de
consumo de MS (g/kg MSI) o como porcentaje de la energia bruta ingerida (26,7% menos)
en comparacion con animales menos eficientes (ACRA) (Tabla 6). No se observaron
diferencias en el total de metanogenas entre tratamientos, siendo el promedio del nlimero de
copias del gen mcrA de 9,82 logl0 unidades; P=0,86 (Fig. 6). La eficacia de amplificacion
de la reaccioén de gPCR calculada a partir de la curva estandar fue del 96,6% con un R? =
0,99, lo que garantiza la precision del método.
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Tabla 6. Emision de CH4 en novillos de BCRA y ACRA

Tratamiento P-valor

BCRA ACRA ESM Tratamiento Periodo Trat*Per

(alta eficiencia) (baja eficiencia)

Emisién, g/d 193,86 264,92 15,92 0,009 0,423 0,911
CHu/kg MSL g/kg 20,34 28,12 1,76 0,021 0,107 0,390
Ym, % 6,72 9,17 0,58 0,027 0,102 0,391
CH./kg FDNI, g/kg 42,99 59,19 3,73 0,024 0,103 0,396
CHu/kg FDAL g/kg 65,41 92,04 569 0,015 0,106 0,398

Emisiéon= emision diaria de CH4; CHa/kg MSI= emision de CHs por kg de materia seca ingerida; Ym= methane yield;
CHa/kg FDNI= emision de CH4 por kg de fibra detergente neutra ingerida; CHa/kg FDAI= emision de CH4 por kg de fibra
detergente acida ingerida. Los valores son promedio por tratamiento (n = 8/tratamiento).

Figura N° 6. Nuiimero de copias del gen mrcA para novillos BCRA y ACRA
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A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se confirmé que los animales mas
eficientes (BCRA) consumen una menor cantidad de alimento y dedican un 23% menos de
tiempo a comer. El menor tiempo de consumo es consistente con los hallazgos informados
por Basarab et al. (2013), y pueden indicar que la mayor eficiencia estd asociada con un
menor gasto de energia en actividades de alimentacion. Ademas, los animales BCRA (mas
eficientes; CRA promedio: -0,78 kg MSI/d), emitieron un 27% menos de CHs que los
animales ACRA (CRA promedio: 0,83 kg MSI/d).

En simultdneo con un menor tiempo dedicado a la ingesta se evidenci6 una fuerte tendencia
a una mayor tasa de ingestion de los animales mas eficientes (BCRA). Los animales con
mayores tasas de ingestion también tienen tasas mas rapidas de paso de particulas en el
rumen, y esto no necesariamente estd asociado a una menor digestibilidad, al menos para
dietas de alta calidad (Pérez-Ruchel et al., 2013). En nuestro estudio, una mayor tasa de
pasaje de las particulas del rumen podria explicar la menor emisién de CH4 en los animales
BCRA (Nkrumah et al., 20006).

A pesar de los resultados promisorios observados en este trabajo, la relacion entre CRA y
emisiones no esta todavia clara y diferentes asociaciones entre CRA y las emisiones de CHy
han sido reportadas previamente. En un estudio reciente, Velazco et al. (2017) encontraron
una mayor MSI predicha y mayores emisiones de CHs en animales con menor CRA en
Angus en condiciones de pastoreo. Aunque estos resultados se atribuyeron sélo a la calidad
de la dieta, seria necesario tener en cuenta otras variables que afectan el CRA, incluidas las
caracteristicas de comportamiento ingestivo (no informadas en el estudio mencionado
anteriormente) y el tipo y las condiciones de alimentacion (pastoreo vs. confinamiento).
Ademas, la interaccion del genotipo y el medio ambiente también podria explicar las
diferencias en los resultados informados, como se identificd previamente por Durunna et al.
(2011), ya que Velazco et al. (2017) trabajo con ganado Angus en condiciones de pastoreo,
mientras que nuestro estudio se realizd con novillos Hereford en condiciones de
confinamiento.

En este trabajo, las diferencias en las emisiones de CH4 no pudieron asociarse directamente
con las diferencias en la cuantificacion del numero de copias del gen mcrA, lo que también
se observo en estudios previos (Zhou et al., 2011; Danielsson et al., 2012; Rira et al., 2016),
lo que indica que los animales con bajos valores de CRA no presentan necesariamente una
menor poblacién de Archeas. Sin embargo, es necesario sefialar que en nuestro estudio el
contenido ruminal se colecté al momento de la faena, 6-10 meses luego de finalizado el
experimento. Wallace et al. (2014) estudiaron la relacion entre microbioma y emisiones de
CH4 en ganado de carne que consumia diferentes dietas y observaron que la tasa archea/
bacteria en animales vivos era similar a la post mortem, y también la correlacion entre
archea/bacteria y emision de CH4, con independencia del dieta. Dado que el CRA es una
condicion intrinseca del animal, las diferencias entre los grupos de BCRA y ACRA en las
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emisiones de CHy y en las caracteristicas del microbioma deberian persistir a lo largo de la
vida con independencia de la dieta consumida. Sin embargo, algunos autores han sugerido
que la relacion entre CRA y la emision de CH4 es una condicion dependiente de la dieta
(Velazco et al., 2017). De acuerdo con Jones et al. (2011), las vacas con CRA mas bajos
produjeron menos CH4 que las de CRA alto solo cuando fueron alimentadas con pasto de
alta calidad. En base a la escasa informacion existente sobre la relacion entre CRA, emision
de CHs y el microbioma, es necesario considerar que las diferentes dietas consumidas
podrian haber diluido la asociacion entre las poblaciones de Archea y las emisiones de CH4
entre los grupos de CRA evaluados.

Existen estudios recientes que cuestionan el uso de CRA como una estrategia para mitigar
las emisiones entéricas de CH4 (Jones et al., 2011; Alemu et al., 2017; Velazco et al.,
2017). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que en estos estudios previos, las poblaciones
utilizadas no presentaron una fuerte divergencia en CRA, lo que puede haber afectado los
resultados en relacion con la emision de CHa. Jones et al. (2011) informaron que las
poblaciones evaluadas tenian valores promedio de CRA de -0,69 vs. 0,68 kg/d, mientras
que Alemu et al. (2017) informaron valores de -0,25 vs. 0,29. En nuestro estudio, los
animales evaluados presentaron un mayor contraste en los valores de CRA (-0,78 vs. 0,83
kg / d). Ademds, Nkrumah et al. (2006) encontraron diferencias en las emisiones de CH4
con poblaciones de animales que muestran un alto contraste de CRA (-1,18 vs. 1,25 kg/d).

Los resultados del presente trabajo muestran que los animales con menor CRA (BCRA,
mas eficientes) emiten menos CHa, lo que indica que la seleccion segun el nivel de CRA es
una estrategia de mitigacion prometedora, que se puede utilizar de forma sinérgica con el
manejo de los componentes de la dieta. Trabajos futuros deberian investigar la asociacion
entre el CRA y la cantidad y actividad de los metandgenas, asi como entre estos y la
emision de CHs4. Esto permitird la evaluacion del potencial y el alcance del CRA en la
reduccion de las emisiones de CHa.
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8. CONCLUSIONES

Las emisiones de CH4 entérico fueron significativamente menores (14%) en los animales
que pastoreaban en la pastura de alta calidad. Por lo tanto, se considera que el hecho de
mejorar la calidad de las pasturas puede ser considerada como una estrategia valida de
mitigacion para las emisiones de GEI en los sistemas de produccion pastoriles.

La seleccion segun el nivel de CRA parece ser una estrategia de mitigacién prometedora,
ya que, en una poblacion con valores contrastantes, los animales con bajo CRA emitieron
27% menos CHa. Al menos en animales en confinamiento, esta estrategia se puede utilizar
de forma sinérgica con la mejora de la calidad de la dieta.

Los resultados obtenidos permiten concluir que manejando la calidad de la pastura e
incluyendo en nuestros rodeos animales mas eficientes (bajo CRA) es posible reducir las
emisiones de los rumiantes y por ende las emisiones netas del pais, con la ventaja que
ambas estrategias van a favor del incremento en la productividad animal. Para evaluar los
limites del potencial de mitigacion de ambas estrategias son necesarios mas estudios para
evaluar, por ejemplo, los efectos de diferentes mezclas o especies forrajeras en la
metanogénesis ruminal, combinaciones de dietas, y como interactua el efecto calidad de
pastura con el bajo CRA.

9. IMPLICANCIAS

Con la finalizacion de este Proyecto Doctoral se pretende contribuir con resultados
nacionales para la Elaboracion del Inventario Nacional de Gases de Efecto Invernadero que
elabora MGAP periddicamente, para informar las emisiones del Pais en los diferentes
sectores. A partir de la informacion publicada en los articulos asociados a esta Tesis se
pretende dar difusion nacional e internacional de los factores de emision (Ym) obtenidos en
nuestras condiciones como forma de respaldar el mencionado inventario.
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Resumen

Summary

Existen numerosas técnicas que permiten la estimacion de la
materia seca ingerida (MSI) por animales bajo condiciones de
pastoreo. Sin embargo, el comportamiento selectivo del animal
incorpora una importante fuente de variabilidad que afecta la
confiabilidad de los resultados obtenidos. La técnica que uti-
liza diéxido de titanio (TiO,) como marcador externo ha sido
reportada como una alternativa confiable en la estimacién del
consumo. El objetivo de este estudio fue comparar la prediccion
de consumo empleando la técnica de TiO, en condiciones de
pastoreo respecto a tres ecuaciones de prediccién de consumo
animal reportadas para situaciones similares a la experimental.
Los datos utilizados correspondieron a un experimento realizado
empleando 20 vaquillonas Hereford, agrupadas en dos lotes de
10 seguin su peso vivo (PV), en un disefio “crossover”, realiza-
do durante dos periodos: invierno y primavera 2013. En ambos
periodos, cada lote fue asignado a dos pasturas de calidad inicial
contrastante: 65,5% vs. 71,2% de digestibilidad de materia seca
(DMS); 54.9% vs. 40,9% de fibra detergente neutro (FDN), y
11.6% vs 22,8 % de proteina cruda (PC). Cada periodo experi-
mental consistio de 8 dias de adaptacion a la dieta y 5 dias de
medicién con un suministro diario, desde el inicio, de 10 g de
TiO, por animal. En cada periodo de medicién se confecciond
una muestra compuesta de heces por animal a partir de su colec-
ta diaria via rectal y se determiné su composicion quimica. Los
resultados de MSI (kg d') medidos para ambas pasturas utili-
zando la técnica de TiO, mostraron una mayor variabilidad que
los resultados predichos por cualquiera de las tres ecuaciones.
Palabras clave: consumo animal, marcador externo, diéxido
de titanio, pastoreo.diferencial en porcinos con diarrea y entero-

patia en Uruguay.

Many techniques have been developed for the estimation of dry
matter intake (DMI) by animals under grazing conditions. How-
ever, the selective intake of pasture grass by cattle incorporates
an important source of variability that affects the confidence of
the obtained results. The technique based on the external marker
titanium dioxide (TiO2) has reported to be a reliable alterna-
tive in estimating animal intake. The objective of this study is
to compare the TiO2 technique under grazing conditions with
respect to three animal intake prediction equations, which were
developed under similar conditions of our experiment. The data
analyzed correspond to a crossover experiment using 20 Here-
ford heifers, grouped into two lots of 10 according to their live
weight (LW), and carried out during two periods: winter and
spring 2013. In both periods, each lot was assigned to two pas-
tures with contrasting initial quality: 65.5% vs. 71.2% dry mat-
ter digestibility (DMD); 54.9% vs. 40.9% neutral detergent fiber
(NDF), and 11.6% vs. 22.8% crude protein (CP). Each experi-
mental period consisted of 8 days of adaptation to the diet plus
5 days of measurements. From the beginning, 10 g of TiO2 per
animal were daily supplied. During each measurement period,
a fecal composite sample per animal was elaborated from its
daily collection per rectum, and its chemical composition was
determined. The results of DMI (kg d-1) measured for both pas-
tures using the TiO2 technique showed greater variability than

the results predicted by any of the three equations. ’

Keywords: intake, external marker, titanium dioxide, grazing
conditions.



Introduccion

Materiales y métodos

La determinacién del consumo de materia seca (MSI) es impres-
cindible para conocer la cantidad de nutrientes disponibles para
las funciones de mantenimiento, produccion y prefiez del animal
(NRC, 2001). En condiciones de pastoreo, la medicion directa
de la ingesta de forraje de rumiantes no ¢s simple de implemen-
tar ya que no se dispone de metodologias simples y precisas.
Las estimaciones del consumo de forraje en forma indirecta
con marcadores externos (suministrados por via oral) o inter-
nos (empleando compuestos presentes en el alimento) son al-
ternativas disponibles que permiten lograr resultados confiables.
Segiin Owens y Hanson, 1992, un adecuado marcador no debe
ser absorbido o afectado por el tracto digestivo, no debe influir
en la fermentacién ruminal, debe ser posible de detectarse a ba-
jas concentraciones, debe ser inerte y no téxico. Varios estudios
han utilizado el di6xido de titanio (TiO,) como marcador externo
para la estimaci6n de consumo en rumiantes en pastoreo (Glin-
demann y col., 2009; Miiller y col., 2012; Sampaio y col., 2011).
Esta técnica fue reportada originalmente por Short y col., 1996,
en pollos, luego Titgemeyer y col.. 2001, reportan el uso de TiO,
en bovinos. De Souza y col., 2015, concluyen que el uso de TiO,
como marcador externo es mas preciso que el cromo (Cr,0,)
por lo que recomiendan su utilizacién para la determinacion de
consumo en condiciones pastoriles. Asimismo, Titgemeyer y
col., 2001, reportan que el uso de TiO, como marcador es una
alternativa viable al uso del Cr,0, ya que se trata de un aditivo
de la dieta animal totalmente inocuo sobre la salud humana. Por
otra parte, el periodo para lograr ¢l equilibrio entre ¢l consumo
y la excrecién del TiO, es més breve respecto a la utilizacién
de otros marcadores ya que serian suficientes 5 dias luego de la
administracién inicial para lograr este equilibrio (Glindemann y
col., 2009).

En Uruguay, las mediciones de consumo de forraje en condicio-
nes pastoriles extensivas se han realizado utilizando principal-
mente la metodologia de oferta y rechazo de forraje (Beretta y
col., 2013). Si bien a partir de esta metodologia se ha generado
valiosa informacion para el pais. la misma es cuestionada por
Latinga y col., 2004, debido a imprecisiones vinculadas a fac-
tores como ¢l tamafio, niimero y distribucion de los puntos de
muestreo asi como la altura de corte y el tipo de pastura.

Los modelos o ecuaciones de prediccion de la MSI en rumiantes
son herramientas alternativas a la medicion, ampliamente utili-
zadas en la practica para estimar los requerimientos nutriciona-
les y facilitar la presupuestacion de la dieta animal. Sin embargo.
la precisién de estas ecuaciones depende en gran medida de la
inclusi6n en su algoritmo de factores del animal, de la dieta, del
ambiente o del manejo que puedan afectar la MSI (Fuentes-Pila
y col., 1996).

E! objetivo de este estudio es evaluar el comportamiento de la
técnica de TiO, para la medicién del consumo de la MSI respec-
to a tres ecuaciones de prediccion, y cuantificar el efecto de la
calidad de las pasturas sobre las determinaciones.

Para este estudio se utilizaron los datos de un experimento re-
alizado en la Estacién Experimental de INIA La Estanzuela,
Colonia (Uruguay), durante el invierno y la primavera del afio
2013. Todos los procedimientos que implican animales fueron
aprobados por el Comité de Bioética del Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA-Uruguay).

Disefio Experimental, Animales, Tratamientos y Manejo

Se emplearon 20 vaquillonas Hereford de 24 meses de edad pro-
medio y se utilizé un disefio experimental cruzado incluyendo
dos tipos de pastura y dos periodos experimentales de 13 dias:
ocho dias de adaptacion a la dieta y cinco dias de medicién. Los
animales estuvieron permanentemente bajo condiciones de pas-
toreo y fueron agrupados en funcién del peso vivo (PV) inicial y
asignados aleatoriamente (n=10) a cada tipo de pastura. El peso
promedio de cada lote al inicio del periodo de mediciones fue
de: 393,05 + 27,53 y 397.65 + 26,47 kg.

Los animales pastorearon dos pasturas de calidad contrastante:
una pastura de alta calidad (pastura implantada, PI) compues-
ta principalmente por Cebadilla (Bromus catharticus) y Trébol
rojo (Trifolium pratense); y otra de baja calidad (campo natu-
ral degradado, CND) con predominancia de gramilla (Cynodon
dactylon) y Paspalum sp. El pastoreo fue realizado en franjas
diarias, con una asignacién inicial del 5% del PV a fin de no
restringir el consumo en pastoreo. La disponibilidad inicial de
forraje (medido por encima de 5 cm) se determiné en cada franja
diaria mediante corte manual diario de la pastura en tres puntos
elegidos al azar utilizando cuadros de 0.2 m’. Las mediciones
para los dos tipos de pastura se realizaron en dos momentos del
afio: invierno y primavera. Dentro de cada estacion, se realiza-
ron dos periodos experimentales cruzando los animales alter-
nando las pasturas. Los datos de composicién quimica obtenidos
en dichos experimentos se presentan en el cuadro 1.

Cuadro L. Composicion quimica de las pasturas segin estacién del afio.

Invierno Primavera

CND! PI? CND' PP
Disponi-

4149+127.87 262598+£1955  3215:187,50 2430,45%138,52
bilidad
MS % 48244373 19,57+0,86 27,92£1,17 18.32+0.,48
PC % 9,41+0,27 21.1440,51 11,5540,23 22 81+0,35
FDN % 70.42+0,36 42.43+0,79 54,93x1.54 40,92+0,94
FDA % 33,90+0,30 27,42+0,79 30,30:0,88  26,77+0.86
DMS % 35,05+0,55 63,27+0,62 65.52+1,06 71.18+0.14

Disponibilidad= forraje ofrecido (kg MS/ha); MS= materia seca; PC= proteina
cruda; FDN= fibra detergente neutro; FDA= fibra detergente acido; DMS= diges-
tibilidad de la materia seca. Arca Asignada: 1= 0,07 ha, 2= 0,15 ha. Los datos
presentados aqui son promedio por periodo. Los valores son medias y desviaciones

estandar.
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Para la determinacién de la composicion quimica de las mues-
tras de forraje las mismas se pesaron en fresco y se llevaron a es-
tufa a 60 °C durante 48 horas. La materia seca (MS) y la proteina
cruda (PC=N*6,25) se analizaron de acuerdo con AOAC, 1990,
métodos ID 934.01 e TD 955.04. La fibra detergente neutro
(FDN) fue analizada con amilasa estable al calor y sulfito sodico
y la fibra detergente icido (FDA) fue determinada de acuerdo
a Van Soest y col., 1991. La digestibilidad in vitro (DMS) fue
determinada de acuerdo con Terry y Tilley, 1964.

Determinacion de la materia seca ingerida

En cada experimento la MSI (kg d"') fue determinada utilizando
la técnica del TiO, como marcador externo (Short y col., 1996).
El TiO, fue suministrado diariamente a razén de 10 g/animal.
Dadas las condiciones extensivas en las que se realizoé el tra-
bajo, esta dosis se suministré una vez al dia durante la mafiana,
siempre en el mismo horario, de acuerdo con Titgemeyer y col.,
2001. Para asegurar una adecuada recuperacion del marcador en
heces y lograr la estabilizacion ruminal del TiO, (Glindemann y
col., 2009) los animales realizaron un periodo de acostumbra-
miento de ocho dias durante el cual se les suministré el TiO, en
la forma descrita anteriormente. La dosificacion se realizé utili-
zando capsulas de gelatina de cerdo (Torpac®, Miami, USA) las
cuales fueron suministradas a los animales a través de un lanza
-bolo comercial. Durante el periodo de mediciones se colectaron
diariamente las heces de cada animal via rectal, una vez al dia
durante la mafiana. Las mismas fueron pesadas individualmente
y se llevaron a estufa a 60°C durante 48 horas para la determi-
nacién del contenido de MS. A partir de las colectas diarias, se
obtuvo una muestra compuesta por animal en cada periodo de
medicién, confeccionada utilizando 2 g del total de sus heces
colectadas diariamente que se mezclaron y molieron utilizando
un tamiz con malla de I mm. La concentracién de TiO, en he-
ces se analizé utilizando el procedimiento descrito por Myers y
col.. 2004. Para ello se tomé una submuestra de heces de cada
muestra compuesta por animal. La submuestra fue pesada y su
materia orginica extraida en horno de mufla durante 13 horas a
580 °C la que posteriormente fue digerida utilizando H,S0, 7.4
M. Con un previo filtrado y dilucion la muestra se llevo a un es-
pectrofotémetro (Thermo, GENESYS 108 UV-Vis, USA) donde
se realiz6 la lectura colorimétrica a 410 nm. Al mismo tiempo se
elabor6 una escala a partir de una solucién patrén de 300 ppm
de Ti obteniendo un rango de 0 a 30 ppm de Ti, la cual permitio
obtener los valores de Ti en heces y la posterior estimacién de
la MSI (kg d").

La produccioén dé MS fecal (kg d') se calculé a partir de la dosis
de TiO, y de la concentracion de TiO, en las heces utilizando la
ecuacion 1, de acuerdo con Prigge y col., 1981.

MS fecal (kg d') = dosis de TiQ, (mg d"')/concentracién de TiO, en
heces (mg kg') (1)

La MSI (kg d') de cada animal se calculé a partir de los gramos
de MS en heces excretadas v la digestibilidad (DMS) del ali-
mento consumido (pastura o campo degradado en este caso) de

acuerdo a Corbett y Freer, 1995, ecuacion 2:
MSI (kg d')=MS fecal (kg d"') % 100/(100 - DMS) 2)

Los datos de MSI, para invierno y primavera, obtenidos a partir
de la estimaci6én con TiO, fueron comparados con los valores
obtenidos para cada animal y periodo de medicioén, a partir de
tres metodologias de prediccion seleccionadas. La primera met-
odologia se basa en una ecuacion del NRC, 2000, desarrollada
para ganado de carne en crecimiento (ecuacién 3, NRC-a) que
utiliza el PV como unica variable de prediccion:

MSI (kg d"')=1,8545+0,01937*Peso Vivo inicial 3)

La metodologia de Mertens, 1994, desarrollada para ganado de
carne se basa en dos ecuaciones sucesivas (ecuaciones 4 y 5) y
utiliza el PV animal y el contenido de FDN en la dieta:

FDNI (kg d)=1,1*(PV kg/100) @)
MSI (kg d) =FDNI (kg d") /FDN,_ kg/kg MS ®)

Por ultimo, se empled una segunda ecuacion del NRC, 2000,
desarrollada para vaquillonas (ecuacién 6, NRC-b) que utiliza
ademas del PV animal, las concentraciones de PC y FDA del
forraje:

MSI (kg d'>= (0,002774*PC  (%)-0,000864*FDA)*PV*™
©)

Andlisis Estadisticos

Se realizaron estudios de regresion lineal simple entre los datos
de MSI observados (TiO,) y los predichos por las ecuaciones
mencionadas, mediante PROC REG de SAS (versién 9.0; SAS
Institute, Cary, NC, USA). Para las diferentes pasturas, los datos
de consumo se compararon por ANOVA. Se aplico el test de
Dixon, 1951, para deteccién de outliers, empleando el criterio

Mal ga ag ey
1

Uanens 1934 R

wsl gt ygev!

Figura 1. Relacion entre la MSI observada (TiO2) y predicha por NR-
C-a, por Mertens (1994) y por NRC-b para el conjunto total de datos
(m=80).

de eliminacion de los valores que superaran 3 desvios estandar
respecto a la media. Los resultados fueron considerados signifi-
cativamente diferentes cuando P<0,05.
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Figura 2. Relacién entre la MSI observada (TiO2) y predicha por las
ecuaciones en invierno y en primavera. Las ecuaciones corresponden a
NRC-a, Mertens (1994), y NRC-b.

Resultados

El anélisis conjunto para los dos pasturas en invierno y primave-
ra (Figura 1) mostré que las asociaciones entre la MSI observada
con TiO, y las estimadas por Mertens, 1994 y NRC-b fueron
mayores y con menores errores de prediceién que la relacion
obtenida utilizando los valores predichos por NRC-a.

Al separar los datos por estacion (Figura 2) se observa que las
asociaciones entre la MSI observada (TiO,) y las ecuaciones de
prediccion de consumo fueron mayores en primavera respecto al
invierno, para todos los casos. Dentro de la primavera, la mayor
relacion entre los valores observados y los predichos se encontré
utilizando la ecuacién reportada por Mertens (1994) (R=0,57),
mientras que el menor error de prediccion se evidencio utilizan-
do la NRC-b (RMSE= 1,93 kg d).

En cuanto a los valores absolutos observados con TiO, y los
predichos, la utilizacién de las ecuaciones de Mertens (1994)
y la NRC-b mostraron un mejor ajuste a la linea 1:1 respecto
a la MSI predicha por la ecuacion NRC-a. Como se desprende
de las ecuaciones de regresion (Figuras 1 y 2), los valores abso-
lutos obtenidos por la determinacién con TiO, siempre fueron
mayores a los predichos por cualquiera de las metodologias de
prediccién seleccionadas para este trabajo.
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Figura 3. Variabilidad de la MSI medida por TiO2 y predicha por NRC
-a, por Mertens (1994) y por NRC-b, segtin tipo de pastura.

Los resultados obtenidos con la técnica de TiO,, tanto en CND
como en PI (Figura 3), muestran una mayor variabilidad entre
todas las observaciones que los mismos resultados predichos por
cualquiera de las tres metodologias utilizadas. La MSI media
observada fue significativamente inferior en CND que en PI
(23,72 +9.32 vs. 33,67 + 15,05 g MSl/kg PV, respectivamente).
La MSI estimada con la ecuacién NRC-a no mostrd diferencias
significativas entre tratamientos, con la misma variabilidad entre
observaciones.

Discusion

El ajuste del conjunto global de datos entre los obtenidos con
la técnica de TiO, y predichoes fue en general bajo y extremada-
mente bajo cuando la metodologia de prediccion no incluye en
su algoritmo ning(n atributo de las pasturas, como es ¢l caso de
la metodologia NRC-a. Los ajustes mejoraron con pasturas de
calidad mads alta, probablemente debido a que una mejor cali-
dad de la pastura implicé una mayor proporcién de PC, menor
contenido de FDN y mayor DMS (Cuadro I), componentes de
la dieta que tienen un efecto marcado sobre el consumo animal.
Forbes, 2007, plantea que la ingesta inadecuada de proteinas
llevaria a un menor consumo por interferencias con otros nu-
trientes. Ademas, es sabido que las dietas con muy bajo aporte
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proteico causan una insuficiente multiplicacion de la poblacién
microbiana que termina disminuyendo el consumo (Delagarde
y col., 1999). Esto podria explicar los resultados de menor con-
sumo animal observado en CND en invierno cuando los nive-
les de PC fueron mas bajos (media= 9.41%) y cercanos a los
limites inferiores que afectan el consumo (Milford y Minson,
1966). Por otro lado, tradicionalmente se ha vinculado el con-
sumo de forraje en rumiantes con su contenido de FDN (Van
Soest, 1967). Van Soest, 1994, reporta que existe un umbral de
concentracién de FDN en el forraje (aproximadamente 50%) por
encima del cual se genera disconfort en el animal, deprimien-
do el consumo por efecto de llenado. En el presente trabajo, en
CND el alto contenido de FDN, principalmente en invierno (me-
dia=70,42%), puede haber generado un efecto de este tipo, que
explicaria el menor consumo observado para dicho tratamiento.
A su vez, la ecuacién de prediccion de Mertens, 1994, que toma
en cuenta la FDN ademas del PV animal, fue la que mostré la
mayor asociacion con la medicion directa, aunque puede con-
siderarse regular (R=0,57) en primavera, con niveles medios de
FDN de aproximadamente 50%. Sin embargo, la asociacion fue
inaceptable para los forrajes en invierno (R?=0,13). Para este
grupo de datos se detectaron un conjunto de 4 valores de con-
sumo més altos que lo esperable para animales de esta categoria
de acuerdo con la informacion existente (NRC, 2000). Estos
representarian para animales individuales un 5.78: 5,63: 4,53 y
3,90 % del PV (Figuras 2 y 3). Se considera que estos valores
no son razonables, sobre todo considerando la baja calidad de la
pastura, por lo que podrian deberse a debilidades de esta técnica
de medicion de consumo en pasturas de baja calidad nutricional,
aunque seria necesario realizar estudios especificos para confir-
mar este hecho. Hay que considerar ademds, el hecho de que en
este trabajo se realizé una Gnica colecta diaria, lo cual podria
llevar a una mayor imprecision de las medidas. En este sentido
Sampaio y col., 2011, recomiendan trabajar con dos o mas col-
ectas diarias. Por otra parte, Forbes, 2007, plantea que existe una
relacion positiva entre la digestibilidad del forraje y el consumo,
explicado en el hecho de que una mayor degradabilidad implica
una mayor tasa de pasaje y por ende un mayor consumo. Nues-
tros resultados obtenidos con la técnica de TiO, globalmente co-
inciden con esta premisa, ya que el mayor consumo observado
fue en PI en primavera (MSI= 12.8 kg d"') con la mayor DMS
(71,18%), mientras que el menor consumo correspondié a CND
en invierno (MSI=5.53 kg d"') con una DMS=35,05%.

La asociacién entre la MSI obtenida con TiO, y la predicha uti-
lizando NRC-a fue en todos los casos inaceptable (R>=0,06). Si
bien esta ecuacidén ha sido reportada especificamente para va-
quillonas, las diferencias estarian explicadas en que la misma
utiliza en su algoritmo Unicamente €l PV inicial y en que ha
sido desarrollada para periodos experimentales de largo plazo.
lo cual no coincide con el tiempo empleado para obtener los
valores observados mediante la técnica de TiO,. La ecuacion
NRC-b, también reportada en NRC, 2000, incorpora aspectos
de la composicion quimica de las dietas como lo son la PC y
FDA y mostr6 una asociacion mayor entre la MSI obtenida con
la técnica de TiO, (R>=0.30). en relacion a los obtenidos con la

ecuacion NRC-a.

Una adecuada medicién de la MSI es capaz de captar la vari-
abilidad existente entre animales y entre dietas. Los resultados
muestran que los valores obtenidos utilizando la técnica de TiO,
presentaron una mayor variabilidad, respecto a las ecuaciones
de predicci6n seleccionadas. Esto estaria explicado por las dif-
erencias en el comportamiento animal individual el cual no es
tenido en cuenta en los célculos de las ecuaciones de prediccion.
Los coeficientes de variacion obtenidos en la determinacion de
la MSI con TiO, en CND fueron de 37% y en PI de 45%. Dichos
valores son superiores a la variabilidad reportada en trabajos na-
cionales en bovinos de similar categoria, en los cuales se midié
el consumo en forma directa (oferta-rechazo) en comederos y
que fueron cercanos al 10% (Félix y col., 2017; Santana y col.,
2017). En los trabajos anteriormente citados, sin embargo, la
digestibilidad de los alimentos empleados, tanto forrajes como
dietas compuestas, tuvo en general digestibilidades mas altas y
homogéneas que las empleadas en este trabajo, lo cual podria
explicar también la menor variabilidad en las ingestiones. De
todas maneras, no es posible a partir de estos datos dilucidar si
esta gran variabilidad no es en parte debida a la realizacién de
una tnica colecta diaria.

Conclusiones

La medici6én de consumo utilizando TiO, en todos los casos es-
timé un mayor y mas variable consumo de MS que los valores
predichos por las tres ecuaciones seleccionadas. En general las
asociaciones fueron mayores en forrajes de primavera y cuando
las ecuaciones incluyeron variables de calidad de forraje. Te-
niendo en cuenta la alta variabilidad de los datos, sobre todo
en pasturas de menor calidad, deberia considerarse la doble
dosificacién y colecta diaria en futuros trabajos, considerando
ademds las posibles interferencias de dicha dosificacién sobre el
comportamiento animal en pastoreo.
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Abstract. Enteric methane (CH,) emissions are directly related to the quantity and type of feed intake. Existing mitigation
strategies, for example, the addition of legumes to grass-based diets and increased use of grains, have been thoroughly
researched and applied in different production systems. In this paper, we propose a need to expand the capacity to mitigate
enteric CH, emissions in catfle under grazing conditions. The objective of this paper was to contribute to evaluate a mitigation
strategy under grazing conditions of using contrasting levels of pasture quality. The study was performed with 20 heifers
twice during the year: winter and spring. Each season, the study employed a crossover design with two treatments and two
5-day measurement periods. The treatments were two pastures with different nutritional values, includinga pasture withalow
quality (70% of neutral detergent fibre, 1% of ether extract, 8% of non-fibre carbohydrates), 9% of crude protein, 35% of
dry matter digestibility and a pasture with a high quality (42% neutral detergent fibre, 1.3% ether extract, 24% non-fibre
carbohydrates, 21% crude protein and 63% dry matter digestibility). Enteric CH,4 emissions were measured with sulfur
hexafluoride tracer technique. The dry matter intake (kg/day) was measured indirectly using titanium dioxide as an external
marker. CH, emissions from animals grazing the high-quality pasture were 14% lower expressed as % of gross energy intake,
and 11% lower expressed by unit of dry matter intake (g CH,/kg). These results quantitative showed the alternative to mitigate

CH, emissions from grazing bovines exclusively through the improvement of the forage quality offered.
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Introduction

After the ‘Paris Climate Agreement’, completed in December
2015, countries have pledged for periodically submitting their
emission reduction commitments and plans for adaptation to
climate change (Rogelj ef al. 2016). In countries in which
agricultural production is mainly based on pasture grazing
systems, the emissions of methane (CH,) produced by ruminal
fermentation strongly contribute to the total greenhouse gases
(GHG) emissions. The main source of CH, emission comes
from enteric fermentation of the feed consumed by ruminants
(McCaughey er al. 1999; Ramirez-Restrepo et al. 2016). So the
knowledge of feeding management on pasture becomes an
important topic for these countries.

The amount and type of feed intake affect the fermentation
processes in the rumen. In absolute terms, CH, emissions are
directly determined by the intake level, i.e. the higher the dry

Journal compilation © CSIRO 2017

matter intake (DMI) is, the greater the net emission will be (g/day)
(Moorby et al. 2015). However, there are precedents that have
affirmed the effects of diet quality on the production of CH, per
unit of feed intake (Johnson and Johnson 1995; Velazco et al.
2017). The effect of including grains in the diet on reducing
methanogenesis is known (Lovett e al. 2005), but this is not
an effective strategy when there is a high allocation of high-
quality forage material (Mufioz ef al. 2015). Meanwhile, the
incorporation of high nutritional quality pasture forages leads
to lower emissions of CH, per unit of DMI (CHykg DMI)
compared with low-quality pure pastures (McCaughey et al.
1999; Lee et al. 2004; Hammond ef al. 2011). Low-quality
pastures increase ruminal methanogenesis because they
provide higher levels of fibre that stimulate rumination and
generate a lower passage rate of intake by the rumen as well as
a higher rate of fermentation with higher levels of acetic and
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hydrogen (Hammond er al. 2011). However, these results
come from studies that investigated non-grazing and/or
respiration chambers conditions, in which complex variables,
such as selective grazing or the feed rate did not interfere with the
results. Under pure grazing conditions, there are few precedents
to evaluate the effects of incorporating high nutritional quality
pastures on enteric CH, emissions. Therefore, there is a need for
further studies to evaluate this mitigation strategy. The aim of this
study was to quantify CH, emissions from cattle under grazing
conditions with contrasting levels of pasture intake quality. This
objective was based on the assumption that grazing from a high-
quality pasture can decrease the production of CH, per unit of
DMI compared with grazing from low-quality forage.

Materials and methods

The study was completed at the Experimental Station INIA La
Estanzuela (Colonia, Uruguay, GPS Coordinates: S Latitude
34°20.727', W length 57°42.665") between June and October
2013. All procedures involving animals were approved by the
Bioethics Committee at the National Institute for Agricultural
Research (INIA-Uruguay).

Experimental design, animals, pastures and management

The study was conducted with 20 Hereford heifers at two
times during the year, winter (11 June-7 July) and spring
(22 September-18 October), using a statistical experimental
crossover design that included two treatments and two 5-day
measurement periods. Treatments consisted of animals grazing
pastures with two divergent qualities, including a pasture with
low nutritional value and a pasture with high nutritional value.
The nutritional values were defined depending on crude protein
(CP), neutral detergent fibre (NDF) concentration and in vitro
digestibility. The chemical composition and in vitre digestibility
of the two pastures is presented in Table 1.

The winter botanical composition in pasture with low
nutritional value was characterised by a predominance of
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Cynodon. dactylon (more than 60%) in an advanced growth
stage, Lolium multiflorum, Paspalum dilatatum and minimum
quantities of Trifolium repens (less than 10%). In spring, the
pasture with low nutritional value showed a higher prevalence
of Lolium multiflorum than in winter (representing near 60%
of the species) with the presence of low quantities of Cynedon
dactylon, Paspalum dilatatum and Trifolium repens. In the
pasture with high nutritional value, there was a predominance
of legumes. In winter and spring, botanical composition of
pasture with high nutritional value was characterised by
a predominance of Trifolium pratense (near 50%); the other
50% was composed by Bromus auleticus and minimum
quantities of Trifolium repens.

A group of 20 heifers of 24 months of age was selected for the
experiment. Each treatment was randomly assigned to a group of
10 heifers blocked according to liveweight (LW). The LW of the
animals was recorded at the beginning and at the end of each
measurement period. The treatments were randomly assigned
after blocking the groups for initial liveweight. The average LWs
were 363.09 + 26.76 kg in winter and 401.51 £ 30.39 kg in
spring. Both groups of heifers grazed the assigned pastures for a
period of 13 days (8 days of adaptation according to Pinares-
Patifio et al. (2003), plus a sampling period of 5 days), and then the
treatments were crossed.

Grazing was carried out on daily strips with an initial
allocation of 5% of LW so that forage availability was not
restricting intake and permitted ad libitum pasture intake. The
initial availability of forage (>5 cm) was determined daily in each
strip by cutting three random points using 0.2-m” tables.

Determination of CH,; emissions

The determination of enteric CH, emissions was performed
using sulfur hexafluoride (SF) tracer technique (Johnson et al.
1994) adapted by Gere and Gratton (2010). Eight days before
the beginning of the measurements, each animal was given
an oral permeation tube filled with SFs using a plastic dosing

Table 1. Forage mass, chemical composition and in vitro digestibility of the pastures used in the study
Available forage (kg DM/ha) = forage offered; DM = dry matter; CP = crude protein; ADF = acid detergent fibre; NDF = neutral
detergent fibre; A = ash; ADL = acid detergent lignin; OM = organic matter; EE = ether extract; NFC = non-fibre carbohydrates
(NFC=100—(CP+ A +NDF + EE); DMD = dry matter digestibility; OMD = organic matter digestibility. The data presented here

are dverage per period. Values are means and standard deviations

Low-quality pasture

High-quality pasture

Winter* Spring® Winter Spring®
Available forage 4149 £ 127.9 3215+ 187.6 2625+ 1955 2430 = 1385
DM (%) 48.2+£3.73 279+ 1.17 19.6 + 0.86 183 £0.48
CP (%) 941027 11.6+0.23 21:1. £0:51 22.8+0.35
ADF (%) 33.9+0.30 303 £ 0.88 27.4+0.79 26.8 +0.86
NDF (%) 70.4 +0.36 549 + 1.54 42.4 £ 0.79 40.9 +0.94
A (%) 109 +0.28 11.4+0.15 1.2+ 0.29 9.82 £ 0.15
ADL (%) 8.37+0.26 6.70 + 0.69 9.08 +£0.37 8.11+042
OM (%) 89.0+0.28 88.6+0.15 88.8 +0.29 90.2+£0.15
EE (%) 099 +0.16 1.58 £ 0.13 1.30+ 0.23 2.06 £0.13
NFC (%) 8.23 £0.35 20.5 + 1.63 243 +0.85 244+ 1.16
DMD (%) 35.1 £0.55 65.5 + 1.06 63.3 + 0.62 71.2+0.14
OMD (%) 31.1+£0.47 56.8+0.95 56.0 +£ 0.59 64.0 £0.17

ABArea assigned = 0.07 ha.
©PArea assigned = 0.15 ha.
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applicator, and the tube was used as a marker for gas emissions.
Immediately after, the animals were assigned to treatments
and began the adaptation period for the pasture. Permeation
rates (PR) of SF from the tubes were an average of 6.65 mg/
day (+1.08) and 6.59 mg/day (+1.08) in winter and spring,
respectively. The collection of exhaled and burped gas was
performed using two 0.5-L stainless steel containers per
animal. These containers were evacuated and used as gas
collectors coupled to a muzzle and placed on each side of
the head. Following the procedure performed by other authors

(Dini et al. 2012; Pinares-Patifio ef al. 2012; Savian et al. 2014;

Amaral ef al. 2016), the containers remained on the animal
for 5 days. At the end of each period, the containers were
removed from the animals and post-sampling pressure was
measured. Containers with pressure values of 400-600 mb
were considered valid according to Gere and Gratton (2010)
and Gere (2012) and ensures good quality samples. Containers
with pressure values <400 mb were removed from the
experiment. Five sub-samples were extracted from each
container and stored in 12-mL vacutainers for determining
CH, and SFs concentrations. Subsequently, the containers
were emptied, cleaned with N,, evacuated, and placed on the
animals assigned for the crossed treatment for a second 5-day
period of gas collection.

Determination of dry matter intake

The DMI (kg/day) of the animals was measured indirectly using
titanium dioxide (TiO;) as an external marker according to the
technique described by Short et al. (1996). Briefly, every moming
animals were taken to a bamyard, where they were given a gelatin
capsule containing 10 g of TiO, (14.5 g, 69% purity). To achieve a
ruminal steady-state, the capsule regimen was initiated 8 days
before the beginning of the sampling period (Glindemann et al.
2009). Immediately after de TiO, supply, a faecal sample was
collected via rectus from each heifer. All this manipulation was
performed in 30 min. Upon arrival at the laboratory, individual
faecal samples were weighed, dried at 60°C for 96 h and ground
to pass through a 1-mm screen. Two grams from each single
sample were taken during the 5 days of measurements to form
a composite faecal sample for each animal. Composite samples
were analysed for NDF, acid detergent fibre (ADF), ash and
acid detergent lignin (ADL). In addition, the TiO, concentration
was determined using a procedure described by Short ef al.
(1996).

The mean daily DMI (kg/day) per animal was calculated
using the faccal DM output (kg/day) and the DMD of herbage
(DMD %) according to Corbett and Freer (1995) (Eqn 1):

DMI (kg/day) = Faecal DM output (kg/day) x 100/
(100 — DMD)
The mean daily faccal DM output was calculated from the

daily TiO, dose and the TiO, concentration in the faeces
of individual animals according to the method of Prigge et al.

(1981) (Eqn 2):
Faecal DM output (kg/day) = TiO, dose (mg/day)/
TiO, in faeces (mg/kg DM)

(1)

)
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Calculation of gain or loss weight from intake

Daily weight gain was estimated for each heifer and period using
the NRC (2016) program, based on individual intake, forage
quality, age, the average liveweight per heifer and period, and
other characteristics of the experimental animals (i.e. breed, sex).
For animals losing weight (i.e. daily weight gain resulted in a
negative value), the weight was estimated using the following
equation (Eqn 3) (Davis ef al. 1994).

MEg = DI xLW* x ADWT"!* /kg (3)

where MEg is the metabolisable energy (ME) requirement for
gain. Values for D1 were based on frame size (in the case of
Hereford, the value is 0.0686), according to Davis et al. (1994).
LW?7% is the metabolic weight, ADWT is the average daily
weight change between each weigh period (i.e. ADG), kg is the
efficiency of ME use for gain, calculated as proposed by the
author. Direct LW measurements were not used to estimate
weight changes because they were very little spaced (5 days).

The CH,4 emission intensity (g CHy/kg LW) was calculated for
each heifer based on the data on daily CH4 emission and daily
weight gain derived from NRC (2016) program.

Chemical analyses

Forage samples were weighed and dried at 60°C for 48 h. They
were ground to pass a l-mm screen and analysed to determine
their chemical composition. Dry matter, ash and total nitrogen
contents were analysed according to AOAC (1990; methods ID
934.01, ID 942.05 and ID 955.04, respectively). The NDF was
analysed with heat-stable amylase and sodium sulfite. ADF and
ADL were determined using the methods of Van Soest ef al.
(1991), including residual ash. The ether extract fraction was
determined by extracting the fat with petroleum cther for 4 h
using a Goldfish fat extractor (Labconco Corp., Kansas City,
MO, USA). Organic matter was determined as (100 — %ash).
The in vitro digestibility of forage was determined according
to Terry and Tilley (1964) and gross energy was determined
with an adiabatic bomb calorimeter (Autobomb Gallenkamp;
Loughborough, Leicester, United Kingdom).

The TiO, concentration in faeces was determined using
the procedure described by Short et al. (1996) with a
spectrophotometer (Thermo, model Genesys 10 pV, INIA La
Estanzuela, Colonia, Uruguay).

A gas chromatograph (Perkin Elmer Clarus 600, INTA
Castelar, Hurlingham, Argentina) with a flame ionisation
detector and an electron capture detector was used for
determining CH; and SFg, respectively. After obtaining a
chromatographic analysis of samples, the emissions of CH, per
animal were calculated using the PR of each SF; capsule and the
concentrations of CH, and SF; (Eqn 4).

CH, (g/day) = PR SFq (g/day) x [CHa]/[SFs]  (4)

where PR SFj is the permeation rate of the SF¢ capsule, [CH,] and
[SFg] are the concentrations of the gases (in ppm and ppt,
respectively) above atmospheric concentrations.

Statistical analyses

Data for intake, LW, daily gain, CH, emissions and emission
intensity were analysed using the MIXED procedure in SAS
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(version 9.0; SAS Institute, Cary, NC, USA), according to the
following model (Eqn 5):

Yijklm =p+Ti+ EJ + P(E)jk + A+ (TXE)]J =+ Cijkim (5)

where Yijm is the dependent variable, p is the general mean, T;
the fixed effect of the treatment (i = pasture low and high
nutritional value), E; is the fixed effect of season (j = winter
and spring), P(E); is the effect of k level of period nested within
j level of season (k = 1-4), A, is the animal effect (analysed as
random effect; 1 = 1-20), (T x E); is the interaction between
treatment and season and ey, is the residual error.

Means were compared with a Tukey—Kramer test. Normality
test was applied to all variables (Shapiro and Wilk 1965), the only
one that showed a different distribution was CH4 so a logarithmic
transformation (Logo) was performed to normalise it. These
normalised data were analysed with PROC MIXED as described
above. The results were considered significantly different when
P < 0.05, and a trend was confirmed when P < 0.10.

Results

Daily DMI (kg/day), in absolute terms and also when expressed
in relation fo LW (%LW), metabolic weight (%LW""®), daily
intake of CP (CPI, kg/day) and daily intake of gross energy (GEI,
Mcal/day) were significantly higher in high-quality pastures
(P < 0.05), whereas no differences were found for NDF intake
between treatments (P > 0.10; Table 2). Significant differences
were found between seasons for daily DMI, CPI, GEI and NDFI
(P < 0.05) whereas the treatment-season interaction was noft
significant (P > 0.10).

The emission of CH, expressed as a percentage of the GEI
(Ym) was higher in animals grazing on a low-quality pasture
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(P < 0.05). Additionally, emissions expressed per unit of DMI
tended to be higher in the low-quality pasture than in the high-
quality pasture (P = 0.055; Table 3). No differences between
treatments or between seasons were evident in the emissions
of CH, expressed by unit intake of organic matter, NDF or ADF
(P> 0.10; Table 3).

Animals grazing the low-quality pasture showed an estimated
daily weight gain of 0.27 kg/day and 0.41 kg/day in winter and
in spring, respectively. Such results allowed to calculate an
emission intensity of 404 and 399 g CHykg LW (13.75 vs
13.56 kg CO;-eq), respectively. However, animals grazing the
high-quality pasture gained 0.80 kg/day and 1.4 kg/day in winter
and in spring, respectively, with emissions intensity of 200 and
126 g CHy/kg LW (6.81 vs 4.30 kg CO,-eq), respectively.

Discussion

This study cannot differentiate if botanical composition affected
the results. Moreover, it is possible that other factors (e.g.
presence of secondary compounds) not described in this paper
may have affected DMI and CH, emissions. Even considering
that fact, the greater DMI observed in animals grazing on
the high-quality pasture can be explained by the lower content
of NDF and higher content of CP associated with higher
digestibility. In addition, animals grazing the low-quality
pasture showed a relatively low intake of ~2% LW, whereas
animals in the high-quality pasture showed an intake close to
3% LW. These results would explain the higher emissions in
absolute terms (g/day) that were observed for the high-quality
pasture treatment. There were no differences in NDFI indicating
that intake was limited by the concentration of NDF in the
forage, which was similar to the maximal NDF estimated

Table 2. Effects of pasture quality (treatment) and season on intake of nutrients
DMI = dry matter intake (kg/day); OMI = organic matter intake (kg/day); NDFI = neutral detergent fibre intake (kg/day); ADFI=acid detergent fibre intake (kg/
day); CPI = crude protein intake (kg/day); GEI = gross energy intake (Mcal/day); GEI/kg LW = gross energy intake per kilogram liveweight (Mcal/kg); GEl’kg
LW® ™ = gross energy intake per kilogram of metabolic weight (Mcalkg); DMI %LW = dry matter intake as a percentage of liveweight (%); DMI %LW"7* = dry
matter intake as a percentage of metabolic weight (%); OMI %LW = organic matter intake as a percentage of liveweight (%); OMI % LW’ * = organic matter intake
as a percentage of metabolic weight (%); NDFI %L W = neutral detergent fibre intake as a percentage of liveweight (%); NDFI %LW" 7 = neutral detergent fibre
intake as a percentage of metabolic weight (%); ADFI %LW = acid detergent fibre intake as a percentage of liveweight (%); ADFI %LW" " = acid detergent fibre
intake as a percentage of metabolic weight (%). Values are least-squares means and standard errors

Low-quality pasturé High-quality pasture Probability
Winter Spring Winter Spring Treatment Season Treatment*Season
DMI 5.50 + 0.49 10,1 +0.54 10.1 +1.40 12.8 £0.52 <0.0001 <0.0001 0.0959
OMI 4.10+0.41 6.20+0.23 6.50 + 1.03 760+ 031 0.0002 0.0016 0.1344
NDFI 3.90 +0.35 5.50 +0.24 430+ 0.61 520+ 0.22 0.524 0.0003 0.1459
ADFI 1.90 + 0.16 3.00 +0.14 2.70 + 0.34 340 £0.16 0.0021 <0.0001 0.1224
CPI 0.50 + 0.05 1.20 = 0.06 2.10 +£0.29 290 +0.12 <0.0001 20.0001 0.9074
GEI 220191 432+220 40.9 = 5.64 57.9 £ 2.40 <0.0001 <0.0001 0.2542
GEVkg LW 0.10 = 0.01 0.10 + 0.004 0.10 + 0.02 0.20 £ 0.01 <0.0001 <0.0001 0.1782
GElkg LW"7* 0.30 + 0.02 0.50 + 0.02 0.50 + 0.07 0.70 + 0.03 <0.0001 <0.0001 0.1936
DMI %LW 1.50+0.13 250011 2.80 +0.41 3.20 +0.12 <0.0001 0.0013 0.0723
DMI %LW" 7 6.70 % 0.58 1122052 123 1.76 143 £ 0.54 <0.0001 0.0004 0.0767
OMI %LW 1.10£0.11 1.50 + 0.05 1.80 +0.30 1.90 + 0.07 0.0002 0.0537 0.1107
OMI %LW* 7™ 4.90 + 0.48 6.90+0.21 7.90 +1.29 8.50 +0.33 0.0002 0.026 0.1149
NDFI %LW 1.10 £ 0.09 1.40 £+ 0.05 1.20 £ 0.18 1.30 = 0.05 0.4208 0.0259 0.1561
NDFI %LW?7* 4.70 + 0.41 6.10+0.22 5.20 £0.77 5.90 +0.22 0.4388 0.0101 0.1537
ADFI %LW 0.50 + 0.04 0.80 + 0.03 0.70 +0.10 0.90 + 0.04 0.0019 0.0025 0.1054
ADFI %LW*™ 220+0.19 3.40+0.13 330+ 042 3.80+0.16 0.0022 0.0008 0.1091




Pasture quality on the emission of enteric CHy

Table 3. Effects of pasture quality (treatment) and season on CH, emissions

Animal Production Scier!ce E

Emissions =daily CH4 emissions (g/day); Ym = methane yield (%); CHy/kg DMI = CH, emission per kilogram of dry matter intake (g/kg); CHy/kg; OMI = CH,
emission per kilogram of organic matter intake (g/kg); CHy/kg NDFI = CH, emission per kilogram of neutral detergent fibre intake (g/kg); CHa/kg ADFI=CH,4
emission per kilogram of acid detergent fibre (g/kg); CHy/kg LW = intensity of emission

Low-quality pasture High-quality pasture Probability
Winter Spring Winter Spring Treatment Season Treatment X Season
Emissions 109+ 7.10 164 +21.33 160 + 10.84 177 +23.80 0.065 0.099 0.241
Emissions, log,y 2.00 £ 0.03 2.20+£0.05 2.20 £ 0.03 220+ 0.06 0.032 0.086 0.127
Ym 7.90 + 1.07 520+ 0.77 7.00 £ 1.44 4,20 % 0.59 0.043 0.006 0.352
Ym, logio 0.90 £ 0.06 0.70 + 0.06 0.80 +0.10 0.60 + 0.07 0.031 0.019 0.398
CHy/kg DMI 23.6+3.19 16.8 +2.45 21.6 +4.89 14.3 £2.07 0.077 0.024 0.375
CHy/kg DML, logo 1.30 + 0.06 1.20 + 0.06 1.30 +0.10 1.10 £ 0.07 0.055 0.067 0.353
CHykg OMI 33.4+527 27.4+4.38 36.7 + 8.09 24.0 +3.55 0.289 0.082 0.799
CHykg OMI, log 1o 1.50 +£0.07 1.40 £ 0.05 1.50 £ 0.11 1.40 +0.07 0.184 0.204 0.629
CHy/kg NDFI 33.5+4.54 30.7 +4.64 51.6 +10.85 35.0=+5.10 0.244 0.141 0.687
CHykg NDFI, log;g 1.50 + 0.06 1.50 + 0.05 1.70 £ 0.10 1.50 + 0.07 0.390 0.331 0.894
CH./kg ADFI 66.5 4 9.89 55.6 +8.37 79.2 +13.79 532+ 848 0.863 0.094 0.960
CHy/kg ADFI, log o 1.80 £ 0.07 1.70 £ 0.05 1.90 + 0.09 1.70 + 0.07 0.806 0.210 0.940
CHykg LW 404 + 7520 399 +122.15 200 + 98.75 126 + 15.18 0.010 0.715 0.117

based on LW (Mendoza et al. 2003). The higher DM intake in the
high-quality pasture resulted in emissions of CH, (g/day) that
were 24% higher than emissions from the low-quality treatment,
which was consistent with the results of Moorby et «l. (2015).
Forage chemical components such as ether extract and NFC, in
addition to NDF, CP and digestibility, may have also had a
remarkable impact on CH, emission. In this work, high-
quality pasture presented an ether extract content 30% higher
than the low-quality both in winter and spring. NFC were more
than 3-fold higher in winter and 30% higher in spring than for the
low-quality pasture. The Ym values obtained were similar to
the values reported in previous studies conducted under similar
conditions but with dairy cows (Dini et al. 2012) and sheep
grazing on ryegrass with different intensities and types of grazing
(Savian ef al. 2014). The emissions of CH, expressed per unit
of intake (CH,/kg DMI) or as percentage of the GEI (Ym) were
11% and 14% lower, respectively, in animals that grazed on the
high-quality pasture compared with the low-quality pasture.
Such emissions reduction obtained in this study through the
use of high-quality pasture coincides with the reported range
of reductions of 12-25% found in research studies but for non-
grazing situations (McCaughey er al. 1999; Lee et al. 2004;
Hammond et al. 2011). The high-quality pasture used in this
work was similar to high-quality temperate pastures used under
intensive grazing management by farmers in Uruguay (Micres
et al. 2004). There are several studies that highlight the
incorporation of grains in animal diets as a strategy for
reducing CH,4 emissions by unit of intake (Lovett et al. 2005;
Jiao et al. 2014; Muiioz et al. 2015). However, in this study, we
found that it was possible to reduce these emissions with grazing
systems alone through improvement in the forage quality that
was offered. These results were confirmed by those obtained for
emissions intensity (g CHy/kg LW), which showed that emissions
intensity was four times lower in animals grazing high-quality
pastures compared with animals grazing low-quality pastures.
In addition, these results suggest that for meat production
systems, the emission of CH, should be expressed per kg LW
more than in absolute terms. Therefore, the potential use of

pasture quality as a strategy for mitigating the emissions of
enteric CH, raises the need to emphasise and strengthen
research to determine the extent to which emissions could be
reduced through this alternative.

Conclusions

Enteric CH, emissions from grazing cattle were significantly
lower in animals that grazed on the high-quality pasture,
expressed either through unit of intake (DMI) or as percentage
of the GEI (Ym). Therefore, it is possible to use the quality of
pastures as a mitigation strategy for GHG emissions in grazing
production systems. However, further studies are necessary to
evaluate the effects of different forage mixtures on ruminal
methanogenesis and to determine the limits of their mitigation
potential.
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ABSTRACT

The albjective of this study was to quantify the smissions of enteric CH, from groswing
Hereford steers raised under feedlot conditions based on contrasting levels of residual feed
intake [AF1). A& repeated measurements experiment was conducted ower 20-d to determing CH,
produection from two groups of nine Hereford steers, with contrasting RFI values (mean £ SD):
LRFI group (-0.78 = 0.22 kg DBI/d) w5 HRF] group (083 £ 0.34 kg DMI/d). Steers were selected
frofn a larger contemporary population in which the RFI was evaluated. Steers wene
maintained under confined conditions with o Ubitum access to water and feed, comprising a
total mixed ration of 55% sorghum silage, 21% barley silage, 21% corm grain, and 3% protein-
muineral-vitamin-premix, provided twice a day. Before the beginning of CH, measurements, the
liwe weight (LW of both groups of animals was determined, which on average (2 SEM) was
3570 £ 5.11 kg and 334.0 £ 10.17 kg in the LAFI and HRFI groups, respectively. Methane
emission [(gfd] was measured on each amimal with the sulfur hexafleoride [SFg) tracer
technique, during two consecutive periods of five days. Individual daily intake and feeding
behavior characteristics were measwred using a Growsafe automated feeding system (Model
B000, Growsafe Systems Lid., Alrdrie, alberta, Canada). Methanogens in the rurmingl content
were quantified wsing gPCR with primers targeting the morf gene. Methane emission was near
27% lower i animals with LRFI when expressed in absolute terms (gfd) (26.8%; F = D.009), by
unit of dry matter intake (g CH/kg) (27.9%, P = 0.021), or as % of gross energy intake [26.7%;
P = 0.0Z7). These differences could not be explained by differences in amount of total of
rethanogens [average = 9.82 bog,, units; P = 0.857). However, there were some differences in
animal feeding behavior that could explain these differences (e.g., LRFI animals tended to
cpend less time in feeders). Dur results suggest that, in Hereford steers, the selection by RFI

values is a promising mitigation strategy for the reduction of the emission of enteric CH,.

Key words: feeding behavior, enteric methane, methanogens, recidual feed intake, stears.
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INTRODUCTION

Emissions from global ivestock represent 14.5% of anthropogenic greenhouse gases
emissions and 44% of livestock emissions are in the form of methane (CH,) (FaQ, 2013). There
are several alernatives to reduce CH, emissions sech as improving feed quality, wsing CHy

inhibitors and breeding for lower CH,.

Residual feed intake (RF1) is calculated as the difference between obserwed and
predicted animal intake in relation to perfformance. Negative RF1 values indicate high efficiency
of conwerting feed to products. According to Arthoer and Herd (2005), RFI has been described as
an animal characteristic of medium heritability, which has been associated with CH, emissions
(Cassandro et al_, 2013). Animals with kow RFI are reparted to be more efficient (consume less
feed than expected at equal body weight and gain} and produece less emissions compared with
high RFI animals (Basarab et al., 2013). Consegueently, animal selection for low RF1 has been
proposed a5 an alternative to mitigate CHy emissions (Hegarty et al, 2007; Basarab ef al,
2013; Pickering et al., 2015; de Hass et al., 2017} altthough some stedies on grazing condithons
did not find differences between divergent RFl animals (Welazco et al, 2017). Up to now,
research on this topic is limited. Althouwgh it is recognized that RFI selection will contribute for
reducing CHy emission intensity (emissions per unit of product; Wagom and Hegarty, 2011),
some authors reported no differences between low and high RFI animals in emission per kg of
DM imgested (Hegarty et al., 2007). Inconsistencies among results may have been caused by
different, and sometimes limited RFl ranges used in the experiments. Other animal
characteristics, such as feeding behavior or microbiota, have not been reported guantitatively

a5 secondary variables for the interpretation of CH, emission related to AFL.

Maost information available regarding this topic has been developed on dairy cattle or

Angus beef cattle. Hereford is one of the few beef cattle breeds publishing estimated breading
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values for RFI (i.e Urugeay and Canada, Ravagnolo et al, 2D18). It would be of interest the

study of the association of this new trait with CHy emission on the breed.

The goal of this study was to guantify the emissions of enteric CH4 from growing

Hereford steers under confined conditions in relation to contrasting levels of RFI.

MATERIALS AND METHDDS

The stwdy was carried out in December 2014 at Kiyd Test Station of the Hereford
Breeders Association located in San José, Uruguay (GPS Coordinates: 5 Latitude 342 35,797, W

length SE2 42.302").

Experimental Design, Treatments, Animals and Manogerment

The stwdy was conducted with 112 Hereford steers that were part of a three-year
project, with the goal of building a training population of 1000 animals for genomic selection
for RFI im the Uruguayan Hereford breed (Mavajas et al., 2004). The 112 animals corresponded
ta one of the three RFI tests of the first year of the project and were originally obtained from

five commercial farmes.

The estimate of RFI was based on measurerments of individual feed intake using the GrowSafe
autommated feeding system [Model 6000, GrowSafe Systems Ltd., Airdrie, Alberta, Canada), in
two pens with eight feeders each, with od libitwm access to water and food. Individual feed
intake data used for RFI calculation were recorded during a conventional 70-d test, after 28-d of
adaptation ta diet and feeding system. Animals were fed twice a day with a fully mixed ration
(TMR) of songhum silage, barley silage, com grain and protein-rineral-vitamin-premis (Tabbe

1).

insert Tabde 1 here
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After completing the test, the 112 steers were ranked based on their AF1 values that wers
computed based on the following model as proposed by Basarab et al. [2003), based on Koch

et al. (1963) (Eqg.1):
DMlij = bO + B1*ADGI +B2 * MLWI + b3 *BFati + &ij (1)

Where DMI was the dry matter intake (kg), ADG was average daily gain (kgfd], MLUWE was the
metabolic weight defined as mid test LW (kg), Bfat was the subcutaneous fat depth
measured at the end of test by vltrasound {mm), bD is the intercept and bl, b2 and b3 were
the partial regression coefficients for each trait on DML The residual (&) is taken to represent
RFI. The effect of pen was not incleded because preliminary analysis indicated that it was no

significant [P >0.01). The &’ of the multiple regression wsed for RF estimation was 0.80.

Dy matter intake [D#1) was calculated as the average of 68 valid daily records adjusted by the
dry matter percentage. Live weight measurements were performed every 14-d, early in the
moming and without fasting. Two consecutive days of LW measurements were wsed for the
initial, riddle and final weight and one for intermediate measurements. The ADG was
calculated by the regression of all LW during the test, considering only those with R® z 0.95.
Subcutaneows dorsal far depth was measured by ultrasound by certified technicians using the
Aloka S50 500 unit, equipped with & linear matrix transducer of 3.5 MHz and 172 cm (Aloka
Co. Lid., Tokyo, Japan]. The ultrasound images were collected in the field and interpreted later

with the offline interpretation software Biosoft Toolbox® (wersion 2.1 of Biotronics ).

Based on the RFI ranking, two groups of nine steers (1B animals) with extreme BF1 values weare
selected for the present study [(mean £ S0: -0.78 + 0232 kg DMI/d ws. D.83 £ 034 kg DhIL/d).
Bath groups were confined for 20 more days and fed the came dist with same feading regime
used during the RFI test. Dry matter intake and feeding behavior characteristics were

measured wsing a GrowSsafe automated feeding system. Each feeding event was registered for

7
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all the animals according to Basarab et al. (2003), and individual data of duration feeding
events, head down times and meal size were used to calculate meal duration time (5], average
riveal size (kg), meals per day, head down duration (s), head down duration per meal (s), and

feed rate (gfs).

A statistical experimental design of repeated measurements over time, including two
treatrents and twa 5-d measurerment periods, was used. The treatments consisted of the two

contrasting levels of residual feed intake (RFI) of the animals: low RF1 {LRFI) and high RFI (HRFT).
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Determingtion of CH, Emissions

The sulfur hexaflsoride (5F:) tracer technigue (Johnson et al., 1994), as modified by
Gere and Gratton (2010), was used to guantify daily methane (CH,) emissions. Eight days
before beginning the CH, measurements, sight animals from each RF group (@ total of 16
animals) werne given an oral permeation tube filled with sulfur hexafluoride [5F,) using a plastic
dosing applicator. The 5F; in the tube was used as a marker for gas emissions. Background
concentrations of CH, and 5F, were measured during the same period. Two animals (one of
each RFl group] were used as control of 5Fy background, so the SF permeation tubes were not
administered. For CH, background (emvironmental baseling], a collection container was placed
inside the pen. Daily permeation rates (PR} of 5F, from the tubes averaged (mean £ SEM) 6.0+
0.55 mg/d and 5.9 + 058 mgfd in the LRFI and HRFl growps, respectively. The emission of
enteric CHy was measured for the 18 anirmals during two consecutive five-day periods following
the procedure performed by Dini et al. [2017). The first eight days of the study were used for
the adaptation of the animals to the use of the CHy collection containers and for the
ctabilization of rumen 5F; levels. During the study, the LW of the animals was recarded at the
beginming and at the end of each measurement period. The average LWs were [meaan £ SEM)]

I57.0 + 5.11 kg and 334.0 £ 10,17 kg in the LAFI and HAF| groups, respectively.

The collection of exhaled and eructated gas was performed using two 0.5 L stainless steel
containers per animal. At the beginning of each period, these containers were evacuated,
cleaned with N, and placed on each side of the animal’s head. At the end of each period, the
containers were removed from the animals and the postsampling pressure was measured.
Containers with pressure values of 400 to 600 mb were considered valid according to Gere and
Gratton [2010] and Gere (3012), as this manipulation ensures pood quality samples. Less than
10% of the containers with pressure values <400 mb were considerer atypical, and therefore
remdoved from the experiment. Five sub-samples were extracted from each container, stored in

9
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12 mL vacutainers |Exetainer®; Laboo Lid., Lampeter, Ceredigion, UK), and analyzed using a gas
chromatograph (Agilent TRO0A, Santa Clara, CA, USA) with a Flame loniztion Detector (FID)
and an Electron Capture Detector (ECD] for determining CHy and 5F; concentrations,
respectively. After obtaining a chromatographic analysis of samples, CH, emissions per animal
were caloulated wsing the permeation rate (PR) of each 5F; capsule and the concentrations
above the background of CHy and 5F: (in ppm and ppt, respectively) using the following
equation (Eq. 2):

CH, (g/d) = PR 5F; (g/d) x [CH,]/ [5F.] 12)

Determination of Amount of Totel Methanogens

After completing the second CHy, measurement period, the 18 steers wers
reincorporated to the origingl herd, and manteined on grazing conditions for six to ten months
urtil slawghter. During the summer they grazed on sorghum pasture (Sorghum wwlpere) in a
vepetative stage, supplemented with sorghum silage, followed by oat pasture (Avens sebiva)
also in vegetative stage with conn grain supplementation of & kg/steer until slaughter. Steers
were slaughtered when they reached 500 kg LW (607 £ 11.6-d average age of the slaughter).
At the time of slaughter, ruminal content was sampled and stored at -BOPC wuntil use.
Deoxyribonucheic acid (DMA) was extracted and quantification of the number of copies of the
methyl coenzyme-M reductase gene (mord) was determined by the guantitative polyrnerase
chain reaction (gPCR). This gene was wed as a functional marker to enumerate methanogens
(Luton et al., 2002). Reactions (25 pl) were performed in a BioRad CFX 96 thermocycher wsing
Power SYBR™ Gresn PCR Master Mix (Applied Biosystems] and primess gmrch-F and gmech-R;
reaction conditions were the same as in Denrman et al. [2007]). Standard curves for absolute

guantification and efficiency estimation were performed according to Fraga et al. (2015). Thres

10
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replicates of each DMA sample (20 ng) were used. A non-template (sterile distilled water)

negative control was lpaded on each plate run.

Chemical Analysis

samples were taken daily from the total mixed ration (TMR) and were weighed and
dried at 60 “C for 48 h. They were ground to pass through a 1-mm screen and analyzed to
determine chemical composition. DM, ash (A] and total nitrogen (CP= N x 6.25) content werea
analyzed according to ADWC (1990; methods 1D 934.01, 1D 842 05 and ID955.04, respectively).
The MOF was analyzed with heat stable amylase and sodiem sulfite. ADF and ADL were
determined using the methods of Van Scest et al. (1991), including residual ash. The in witro
digestibility was determined according to Tilley and Terry (1963), and gross energy (GE) was
determined with an adiabatic bomb calorimeter (Autobomb Gallenkamp; Loughborough, Leics,

United Kingdaim).

Stetisticsl Analysis

Data were analyzed wsing version 9.0 of 5A%5 software (SAS Institute, Inc, Cary, NC,
usA), intake and CH, emissions data were analyzed as repeated reasures, with the steers as
the subject of the repeated measurements, wsing the PROC MIXED pracedure according to the
following madel (Eqg. 3):

T =R+ T, 4P+ [TaP], + e, (3]

which included the fixed effect of the treatment (T= LEFI and HREFI), the fised effect of the
period [P= 1 and 2}, their interaction [{TxP),], and the residual error (2, ).
Daily weight gain, feading behavior variables and the number of copies per mg of the mord

gene obtained from the ruminal content were analyzed using the PROC MIXED procedure of

11
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SAS [SA5 Inst. Inc, Cary, MC), with the animal as the experimental unit according to the
following model (Eqg. 4):
TyepeT +y )

which included the fixed effect of the treatment (T= LAFI and HRF1).

Means were compared with a Tukey—Kramer test. Normality test was applied to all variables
(shapiro and Wilk, 1965). Data of copies of mrcAfmg, average meal size, meal duration time
and feed rate had heterogeneous variances and therefore were analyzed after logarithrmic
transformation. These data were analyzed by PROC MINED as prewiowsly described. The

awerage values were considered different when P 0.05 and tended to differ if 0.05 < P < 0.10.

12
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RESULTS

Less efficient animals (HRFI) had a higher DMI and produced more CH, than the most
efficient animals (LRF), but there were no differences in the ADG (mean = 082 kgfd; F= 0.923)
[Table 2] between the groups evaluated. The most efficient animals spent less time eating (P <0.001],
remained less time with the head down (P = 0.029) and their feed rate tended to be higher (P =
0LDe2) respect to HAFI ones [Table 2). However, no differences were found in average meal size
(mean = 0.90 kg, P = 0.549), in the number of meals (mean = 132, P = 00627} or in the time they

remained with their heads down at each meal (mean = 3478 5, P=0.141).

Insart Table 2 have
The most efficient animals [LRFI) exhibited a 26.8% lower CHy emission (gfd) and a lower CHy yield
when expressed as g'kg DMI (27.9%) or as percent of GEI (26.7%) compared with HRFl animals

[Table 3).

InserT Taoble 3 have
There were no differences in the amount of total metharogens between treatments, as the average
number of copies of the mcrd gene was similar (mean = 9.82 loge units; P = 0.86; Fig. 1). The
amiplification effickency of the gPCR reaction calkculated from the standard curve was O6.6% with A=

089, ensuring accuracy of the method.
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DISCUSSI0ON

The current study confirmed that high conversion efficient animals with low values of BFI
consume a lower guantity of feed and dedicate less time to meals (12 and 23% bess in this case,
respectively). The kawer time spent eating has been proposed by Basarab et al. (2013) as one of the
mechanisms involved in the higher efficiency, associated with lower eneqgy spent in feeding
activities.
Mverage methane emissions (194 and 265 gfd for LEFI and HRF respectively), were comparable to
those observed by Manafiazar et al. (2016] and Alermu et al. (2017) for crossbred beef replacement
heifers using the GreenFeed system (205 and 202-222 gfd, respectively]. As expected, LRFI amirmals,
with a RFI average of -0.78 kg DMI/d, emitted up to 27% less CH, than the HRFI animals, with a RFI
average of 083 kg DMISA. The less time dedicated to meal led to a strong tendency for a higher
ingestion rate of the more efficient animals. In this sense, it is demonstrated that amimals with
higher intake rates also have faster passage raves of particles in the rumen, which is mot necessarily
associated with lower digestibility [Pérez-Ruchel et al., 2013), at least for high-guality dists. In our
study, a higher rate of passage of the rumen particles could explain the lower CH, emission in LRFI
animals (Mkrumah et al.,, 2006). Howeser, different associations between RFland methane emissions
hawve been previcusly reported. & recent study by Alemu et al. (2017) used both GreenFeed system
and respiration chambers to evaluate CH, emissions of croscbreed beef heifers of high and low RFIL
These authors reported that low and high RFIl animals emitted similar CH, per day and per kg DM
when measured in respiration chambers, but there were differences in daily CH, emissions whan the
GreenFeed system was used. Meanwhile Velazco et al. (2017) found higher predicted DRI and
higher CH, emissions in lower RFI Angus yearling steers and heifers wnder grazing conditions.
Althowgh thess results were attributed to diet quality, it would be necessary to take into account
other variables affecting RFI, including feeding behawior characteristics [not reported in the

aforementioned study) and feeding type and conditions (grazing vs. confined).
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In this study, differences in CHy emissions coubd not be directly associated with differences
in mecrd quantification, as also observed in previows studies (ZThou et al, 2011; Danielsson et al.,
2002; Rira et al, 2016), indicating that animals with low values of AFI do not necessarily present less
Archaea populations. Howewer, it is necessary to point out that in our study rumen content was
obtained at slaughter after six to nine months of finishing under grazing conditions, which started
when the CHy measurements were completed. Wallace et al. (2014) studied microbiome and
methane emisions on beef cattle consuming different diets and obsersed that the rates
archaea/bacteria were similar in rurnen samples collected in vivo and post-martem, as well as the
correlation between archaea/bacteria and methane emission, with independence of the diet. Since
the RFI is an intrinsic condition of the animal, differences betweean low and high BFl groups on CHy
emmisions and microbiome characteristics should persist along the life with independence of the
dist consumed. Howewer, some authors have sugpested that the relationship bebween RFI and
methane emission depends on the diet (Velazoo et al., 2017). According to bomnes et al. (2011], bower
RFI cows produeced less CHy than those of high RFI only when they were fed a high-guality pasture.
Based on the scarce existing information about the relationship between the BFl, methane emission
and microbiome, it is necessary to consider that the different diet consumed could have weaked the
association betweean Archaea populations and methane emissions in lower and higher BF1 groups.
Additionally, methanogen quantification could not represent actual methanogenic activity. In future
studies, quantification of mord mENAS should shed light on understanding methanogens activity.

There are recent studies that question the use of RFI as a strategy to mitigate enteric CH, emissions
{lomes et al., 2011; Alemu et al, 2017; Velazco et al, 3017). However, it should be noted that in
these prior studies, the populations wsed did not present a stromg divergence in BFI, which may have
affected the results in relation to the emission of CH,- Jones et al. (2011] reported that the evaluated
populations had average RFI values of -0.69 vs. 0.68 kg/d, while Alemu et al. (2017) reported values

of -0.25 ws. 0.29. In our stedy, the evaluated animals presented a greater contrast in the values of RFI
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(-0.78 vs. 083 kg/d). Further, Mkrurmah et al. (2006] found differences in CHy emissions with animal
populations displaying a high RFI contrast (-1.18 vs. 1.25 kg/d).

The results of this study show that animals with bower BFI emit less CH,, indicating that selection by
the level of RFI is a promising mitigation strategy, which can be used synergistically with the
management of dietary components. Future ressarch shouwld investigate the association between
the AFl and the guantity and activity of methanogens, as well as between these and the emission of
CHs. This will provide a more comprebensive understanding of the potential and scope of RF1 on the

reduction of CH, emission.
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Table L. Ingredients and chemical composition of total mixed ration (TME)

Diet ingredient, % (as-fed basis)

Sorghum silage =5
Barley silage 21
Corn grain 71
Protein-mineral-vitamin premix 3

Chemical cormposition

DM, % 4495
CP, % 1257
NDF, % 47.59
ADF, % 3087
TON, % 64.11
A% 7.04
ADL, % o.30
DMD, % 65.02
GE, Mcal/kg DM 193
ME, Mcal/kg DM" 2.31

‘Soybean meal 77%, Mycosorb® 09%, Rumensin® 0.3%, Urea 8.1%, CaCD; 7.3%, MaCl 5.5%,
Aovimix Feediot™ 0.9%;

TOM=Total digestible nutrients = 56,03 - (1034 = ADF, %) (Abemu et al, 2017

WAE, BUig OB = [{TON, %/100) = 4.4 Mcalfioz TOM] = 4.184 M) DE/Mcal = 082 I ME/W DE

Jalemu et al, 2017, Values are mesans.
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Tahle 2. Intake, daily gain and feeding behavior characteristics for two contrasting leswels of residual
feed intake (RF1) of the animals: lower RFI [LRFI, -0.78 £ 0.22 kg D81/d) and higher RFI (HRFI, 0.83 t

0.3 kg DMISd] steers

LRFI HREFI SEM P-walue
Intake, kg Dhd 0.33 106 033 0014
GEl, Mcalfd 371 423 132 0014
ADG, kgfd D.83 ED 0.190 0.523
Feed rate, gfs 4.05 275 -- -
Fesd rate, bog 1o 132 [LR=1 0.120 0062
Mieal duration time, s 11802 1540 r.7 = 0001
Average Meal Size, kg 0.81 .0 - -
Average Meal Size, log 023 01z 0171 0.549
Meals per day 128 136 1.14 0627
Head down duration/meal, 5 265 431 -- -
Head down duration/meal, log 1 5.47 5.E9 0.190 0.141
Head down duration, s 3024 4519 440.9 0.029

OMi= diry matter intake; GEI= gross enengy intake; ADG= average daily gain. Values are average per treatment

|n= Bftreatment).
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Table 3. Emission of CH, for two contrasting levels of residual feed intake (RFI) of the animals: low BFI
(LRFI, -0.78 £ 0.22 kg DMI/d) and high RFI (HRFI, D.E3 £ 0.34 kg DMI/d) steers

Treatrment P-value
LEFI HEFI SEM Treatment Pericd Treat*Per
Emissions, g'd 194 285 159 D.002 0.423 0911
CHfleg DRI, 2/kg 20.3 28.1 1.76 D.021 0.107 03450
¥im, % B.72 917 0580 D.0z7 0.102 0331
CH kg NDFI, 2fkg 43.0 592 3173 D.024 0.103 0396
CHyfkeg ADFI, gfkg B65.4 9210 5.69 0.015% 0.106& 0338

Treat®*Per= interaction between treatment and period; Emissions= daily CHy emesions; CH'kg D= CH,

emission per kilogram of dry matter intake; Yme= methane yield; CHy'kg MDFI= CHy emission per kilogram of

newtral detergent fiber intake; CHy'kg ADFI= CHy emission per klogram of acid detergent fiber. Values are

awerage per treatment [n= &ftreatment].
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11.4. ANEXO IV — PERMISO REVISTA VETERINARIA
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