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1. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de suministrar diferentes
proporciones de forraje fresco (FF) de alta calidad en una dieta a base de racion
totalmente mezclada (RTM) sobre el desempefio productivo y la eficiencia de
utilizacion de los nutrientes de vacas lecheras de alta produccion. Se utilizaron 12 vacas
Holando con 90 £ 22 dias de lactancia, 523 + 88 kg de peso vivo y 7908 + 719 kg de
leche de producciéon en la lactancia anterior, las cuales fueron alojadas en bretes
individuales. Se utilizd un disefio de cuadrado latino 3 x 3 por cuadruplicado,
asignandose los animales a uno de los siguientes 3 tratamientos: 1) RTM100: 100%
RTM; 2) RTM75: 75% RTM + 25% FF; y 3) RTM50: 50% RTM + 50% FF. El
experimento tuvo una duracion total de 66 dias, divididos en 3 periodos de 22 dias cada
uno, donde los primeros 11 dias fueron de adaptacion y los 11 dias siguientes de
mediciones. La RTM fue preparada diariamente, y el FF utilizado fue Raigras anual
(Lolium multiflorum) el cual se corté diariamente y asi fue ofrecido en los comederos
individuales. EI consumo de MS fue mayor en RTM100 y RTM75 con respecto a
RTM50. Tanto el consumo de N como el balance de N fue mayor en RTM100 y
RTM75 respecto de RTM50. EI flujo de N microbiano al duodeno (g/d) fue afectado
por el tratamiento siendo menor en el tratamiento RTM50, sin embargo no se observé
diferencias entre tratamientos en la eficiencia de utilizacion del N, ni la eficiencia de
utilizacion de la materia organica digestible para sintesis de N microbiano. La
produccion de leche, leche corregida por grasa al 3,5%, produccién de grasa, proteina,
lactosa y caseina total fue mayor en RTM100 y RTM75 respecto de RTM50. EI N
ureico en leche fue menor en RTM50 respecto a RTM100 y RTM75. Se observd que
RTM50 tuvo mayor contenido de acidos grasos insaturados, y particularmente de acido
Linoleico, Vaccénico, Linolénico y Ruménico respecto a los restantes tratamiento. Para
la urea en sangre se observaron diferencias entre tratamientos siendo mayor en RTM100
y menor en RTM50, presentando RTM75 un valor intermedio. La glucemia fue mayor
en RTM100 respecto de RTM50 y la insulinemia no fue afectada por el tratamiento. La
inclusion de un 30% de FF en la dieta de vacas lecheras alimentadas a base de RTM
disminuye el consumo de MS, produccion de leche y otros factores que hacen al
aprovechamiento digestivo de los nutrientes, pero en contraposicion mejoraria aspectos
vinculados a la composicion de la grasa que harian a este productos un alimento mas
saludable para los consumidores.



2. ABSTRACT

The objective of this study was to determine the effect of providing different
proportions of high-quality fresh forage (FF) in a based diet of total mixed ration
(TMR) on the on productive performance and efficiency of nutrient utilization of high
production dairy cows. Twelve dairy cows of 90 £ 22 DIM, 523 + 88 BW and 7908 +
719 kg of milk production in the previous lactation were used on a four 3 X 3 latin
square design. Animals were housed in individual stalls and were assigned to one of the
following treatments: 1) RTM100: 100% TMR; 2) RTM75: 75% TMR + 25% FF; y 3)
RTM50: 50% TMR + 50% FF. The experiment lasted a total of 66 days, divided into 3
periods of 22 days each, where the first 11 days were for adaptation and the following
11 days of measurements. The TMR was prepared daily, and the FF (Lolium
multiflorum) cut and offered daily and offered in individual feeders. Dry matter intake
was higher in RTM100 and RTM75 compared to RTM50. N intake and N balance was
higher in RTM100 and RTM75 than in RTM50. Microbial N flow to the duodenum
(g/d) was affected by the treatment, being lower in RTM50 than in RTM75 and
RTM100. However N and digestible organic matter utilization efficiency for synthesis
of N microbial was not affected by treatment. Milk, 3.5% FCM, fat, protein, lactose and
total casein yield were higher in RTM100 and RTM75 than in RTM50. The MUN were
lower in RTMS50. It was observed that RTM50 had higher content of unsaturated fatty
acid, particularly linoleic, vaccenic, linolenic and rumenic acids respect to RTM75 and
RTM100. Dfferences in BUN is observed between treatments being higher in RTM100
and lower in RTM50, RTM75 presenting an intermediate value. Blood glucose was
higher in RTM100 than in RTM50 and insulin was not affected by treatment. The
inclusion of 30% of FF in the diet of dairy cows fed on RTM decreases DM intake, milk
production and other factors that affect the digestive use of nutrients, but in contrast
would improve aspects related to the composition of the fat that would make this
product a healthier food for consumers.



3. INTRODUCCION

La base alimenticia de los sistemas de produccion animal en Uruguay es principalmente
pastoril. En las producciones semi-intensivas como la lecheria, las pasturas de alta
calidad representan aproximadamente entre el 40 y el 50% de la dieta (Chilibroste &
Battegazzore, 2014). Este hecho contribuye a una mejor relacion costo/beneficio de la
alimentacion de los animales (Chaudry, 2008) ya que las pasturas usualmente son un
alimento mas econdémico que las raciones totalmente mezcladas (RTM) (Dillon, 2006).
Sumado a esto, la inclusiéon de pastura contribuye en la diferenciacién en la calidad del
producto final y sus propiedades nutracéuticas (Chaudry, 2008), ya que se ha
comprobado que los productos de rumiantes (carne y leche) alimentados con pasturas
presentan caracteristicas nutricionales deseables para la salud humana, particularmente
en lo que refiere al perfil de acidos grasos, donde se destacan los altos contenidos de
acido ruménico con propiedades anti-cancerigenas (Kelley et al., 2007) y vaccénico
(Elgersma et al., 2006). Ademas, los sistemas pastoriles pueden tener beneficios sobre
la salud de los animales, respecto a sistemas de confinamiento, y desde este punto de
vista se considera que promueven un mayor bienestar de los mismos (Rushen et al.,
2008).

En los sistemas pastoriles, tanto el consumo de materia seca (MS) como el consumo de
nutrientes, y particularmente el consumo de energia, que las vacas pueden alcanzar es
menor respecto a cuando son alimentadas con RTM, y en consecuencia, el potencial de
produccién de leche no se explota completamente (Kolver, 2003), especialmente en la
lactancia temprana (Morales-Almaraz et al., 2010). Esto es debido a restricciones de
tipo fisicas (digestion y pasaje de material por el tracto digestivo), por limitacion del
tiempo de alimentacién (para actividades de busqueda, cosecha y rumia del forraje
ingerido), y por la alta cantidad de agua ingerida junto a la pastura (Dillon, 2006).
Ademas, el consumo de nutrientes no puede ser predicho con tanta precision como en
sistemas de confinamiento, debido a que las vacas se enfrentan a una situacion donde el
alimento ofrecido puede cambiar rapidamente tanto en cantidad como en composicion,
pudiendo ademas ejercer selectividad sobre la pastura ofrecida. Las vacas en pastoreo
también presentan costos de energia que no estdn presentes en situaciones de
confinamiento y que estan vinculados a las caminatas y a la busqueda y cosecha de la
pastura (Kolver, 2003).

Las RTM son un sistema de alimentacién donde los alimentos concentrados y forrajes
son ofrecidos a los animales completamente mezclados en una Unica racion. Esta
mezcla de distintos ingredientes presenta varias ventajas entre las que se destaca la
posibilidad de ofrecer una dieta con un aporte balanceado de nutrientes y una éptima
relacion forraje — concentrado, disminuyendo la posibilidad de seleccion de los
componentes individuales de la racién. Asimismo, esto determina una formulacién de la
dieta mas precisa que cuando se ofrecen los ingredientes por separado y proveerian al
rumiante una fuente mas sincronizada de nutrientes a nivel ruminal (Gill, 1979;
Coppock et al., 1981).

Sin embargo, el uso exclusivo de dietas de tipo RTM podria no ser adecuado para
implementar en tambos cuyo sistema de alimentacion sea de base pastoril, donde la
pastura constituye entre 40 y 60% de la MS total consumida por los animales, teniendo
en cuenta que es muy dificil incorporar pasturas frescas a la RTM por un problema de
volumen y de capacidad de mezclado. Como estrategia alimenticia en estos sistemas se
ha comenzado a utilizar raciones parcialmente mezcladas (RPM), es decir, dietas que
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combinan RTM vy pastura fresca, pero que se ofrecen de forma separada. La utilizacién
de cualquiera de estos sistemas supone cambios fisiologicos y productivos en los
animales a los cuales se los asignan y la magnitud de estos cambios estara determinada
segun como se utilicen estos sistemas. Por lo tanto, en nuestro trabajo se propone
cuantificar estos cambios en funcion de cual sea la estrategia de utilizacion de RTM y
FF en la dieta de vacas lecheras.
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4. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

La rentabilidad y la sostenibilidad tanto de los sistemas lecheros pastoriles, en
confinamiento, como en los sistemas mixtos, dependen del uso eficiente de los recursos
destinados a la alimentacion de los rodeos, ademas de lograr niveles de produccion
individual razonables para cada sistema.

Cada sistema de alimentacion posee sus ventajas y desventajas, pero cuando se
comienzan a utilizar de manera combinada en los sistemas lecheros, como es el caso de
las RPM, comienzan a aparecer interacciones en los diferentes parametros fisioldgicos
del animal asi como en pardmetros productivos. Estas interacciones pueden afectar
parametros como el consumo, digestibilidad, aprovechamiento digestivo ruminal e
incluso la sintesis de proteina microbiana a ese nivel y la cantidad de la misma que
llegue al duodeno. Como consecuencia se podra afectar la eficiencia con que los
animales utilizan los diferentes nutrientes, la produccion y composicion de la leche.

La magnitud de estos cambios quedaré reflejada en mayor o menor medida segin como
se utilicen estos recursos y de qué manera estén combinados en los diferentes sistemas.

4.1 Consumo de nutrientes y mecanismos de regulacion en vacas lecheras.

Uno de los factores mas importantes que determina la performance animal es el
consumo de alimento. El consumo esta regulado por mecanismos que acttan a largo y
corto plazo, a través de estimulos fisicos, quimicos, metab6licos y neuro-hormonales.
Este control esta relacionado con la regulacion del balance energético del animal, siendo
el equilibrio energético el primer responsable del control integrado de la ingestion de
alimentos (Coelho, 2011). Distintas teorias proponen que el consumo esta regulado por
la integracion de factores internos y externos del animal que afectan tanto la sensacion
de hambre y saciedad (Allen, 2000). Cada teoria podria ser aplicable en algunas
condiciones, pero lo més probable es que sea el efecto aditivo de varios de estos
estimulos los que en conjunto ejercen un efectivo control del consumo (Forbes, 1996).

Cada animal tiene una tasa maxima a la que puede utilizar los nutrientes y combustibles
metabdlicos y, a menos que el consumo de MS (CMS) esté limitado por la capacidad
fisica, existen mecanismos que equilibran el consumo con la demanda de nutrientes. En
este sentido, el nivel de llenado del rumen juega un importante papel en la regulacion, lo
que es corroborado por el hecho de que al reducir el tamafio de particula o cuando
aumenta la digestibilidad aumenta el consumo (Faverdin y Bareille, 1999). Sin embargo
esa limitacion fisica no ha sido capaz de explicar todas las variaciones que ocurren en el
consumo (Forbes, 1996).

Segun Mertens (1994), la fibra neutro detergente (FND) seria la Unica caracteristica del
alimento util para predecir el efecto de llenado de ruminal y el contenido de energia de
las dietas, ya que el CMS se correlaciond positivamente con la concentracion de FND
cuando la energia es limitante, y negativamente cuando el llenado ruminal es quien
limita el consumo. Cambiar el contenido de FND de una dieta sustituyendo grano por
forraje debe dar lugar a una respuesta cuadratica en el CMS; el consumo aumenta ya
que no se ve limitado por efecto del llenado ruminal, pero disminuye por la presencia de
un exceso de combustibles metabolicos.
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El grado de estimulacion de los receptores epiteliales ruminales por los diferentes
combustibles metabolicos como los &cidos grasos volatiles (AGV) y posiblemente
electrolitos, y de los receptores hepaticos por propionato, estd determinada por la
velocidad y el grado de fermentacion de alimentos a nivel ruminal (Allen, 2000). En
este sentido, hay evidencias de que el propionato tendria un mayor efecto depresor del
CMS que el acetato (Choi y Allen, 1999).

4.1.1 Combinacion de pastura y racion totalmente mezclada: Efectos sobre el consumo
de materia seca.

Las vacas lecheras de alta produccion consumiendo una dieta exclusivamente a base de
pastura pueden lograr un consumo total de MS de 3.25% del peso vivo (Leaver, 1985).
En situaciones donde la disponibilidad de pastura no es limitante (kgMS/ha), el
consumo de forraje depende de la calidad y de la oferta de forraje por animal (Hoover,
1986; Stockdale, 2000a; Vazquez y Smith, 2000; Bargo et al. 2002a; Bargo et al. 2003),
pudiendo lograrse consumos de MS de 3.5% del peso vivo (Bargo et al. 2002a).

Bargo et al. (2002a) reportan un aumento de consumo de 17,5 a 20,5 kgMS/dia en vacas
lecheras, cuando la disponibilidad de forraje por animal pasé de 25 a 40 kgMS/vaca/dia.
En el mismo sentido, Stockdale (2000b) reporta un aumento en el consumo de MS del
35% cuando la disponibilidad de pastura por animal se duplico de 27 a 54
kgMS/vaca/dia. Asimismo, Bargo et al. (2003) observaron que en animales que
consumen pastura templada como unico alimento, la oferta de forraje por animal debe
ser de 3 a 5 veces superior al consumo potencial de manera que los animales puedan
maximizar el consumo de MS. Sin embargo, Kolver y Muller (1998), estudiando el
consumo y nivel de produccion de vacas lecheras, compararon vacas alimentadas a
bases de pastura de buena calidad como Unico alimento, o una racion totalmente
mezclada (RTM), y observaron que el consumo de MS fue 23% superior en las que
recibieron RTM respecto de las que recibieron solo pastura.

En un estudio realizado por Vibart et al. (2008) se observo que el aumento en la
proporcién de raigras anual en estado vegetativo de 21 a 41% (base seca) en una dieta
mixta compuesta por pastura + RTM no afectd el consumo de MS total, aunque con la
misma pastura pero en un estado mas avanzado de madurez, el aumento de la
proporcion de pastura de 11 a 35% (base seca) redujo el consumo total de MS. Del
mismo modo cuando se compard un grupo vacas lecheras alimentadas exclusivamente
con una dieta RTM frente a otros dos grupos con acceso 6 0 12 h a pastura (lo que
significa un consumo de 21 a 37% de MS proveniente de la pastura en la dieta), no se
observa diferencias en el consumo de MS total (Morales-Almaréz et al., 2010). En el
mismo sentido, en un trabajo realizado por Soriano et al. (2001) donde se compard el
consumo de vacas lecheras alimentadas con RTM, RTM + pastoreo AM y RTM +
pastoreo PM, los autores reportan que cuando la pastura ocupa entre un 23 a 34% de la
MS total no existe una reduccion del consumo de MS.

Por otro lado, Bargo et al. (2002b) en un trabajo donde compararon vacas alimentadas
con una dieta 100% RTM vs RPM (50% RTM + 50 % pastura) y pastura + concentrado,
reportan que a mayor inclusion de pastura en la dieta, menor fue el consumo total de
MS, disminuyendo aproximadamente un 19% el consumo de MS entre los tratamientos
100 % RTM vy pastura + concentrado. Finalmente, Mendoza et al. (2016), en un trabajo
realizado en condiciones similares a las que se pretende tener en este experimento, en
donde vacas alimentadas con RTM tuvieron 0 (RTMO0), 4 (RTM4) u 8 h (RTM8) de
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acceso a forraje fresco (FF), observaron que a medida que aumenta el tiempo de acceso
al mismo, el consumo de MS de FF aumenta pero el consumo de MS de RTM
disminuye de 24,5 kg/d (RTMO) a 19,0 kg/d (RTMS8). Respecto al consumo de MS
total, RTM4 presenté mayor consumo de MS que RTM8, mientras que RTMO no difirié
de ambos, alcanzando valores promedios de 25,6, 24,5y 22,6 kg/d para RTM4, RTMO y
RTMS8 respectivamente.

4.2 Produccion y composicién de leche en vacas lecheras de alta produccion.
4.2.1 Produccion de leche en base a pasturas de alta calidad.

A nivel nacional, a pesar de que los sistemas de produccion de leche han sufrido un
proceso de intensificacion, las pasturas contindan representando aproximadamente un
50% de la dieta (Chilibroste & Battegazzore, 2014). Este hecho no solo se explica
debido a la mejor relacion costo/beneficio de la alimentacion a base de pastura, sino
también por su imagen de sistemas mas amigables con el medio ambiente y el bienestar
animal y la diferenciacién en calidad de los productos finales (Chaudry, 2008).

Sin embargo, la utilizacion de pasturas como unica fuente de alimentacion podria tener
importantes limitantes para explotar al maximo el potencial productivo de vacas
lecheras de alta produccidn. En este sentido, la baja concentracion energética, y los altos
contenidos de humedad y fibra de las pasturas pueden resultar en bajos consumos de
MS y energia por los animales (NRC, 2001).

Asimismo, las fluctuaciones en la disponibilidad y cambios en la composicion quimica
de las pasturas hacen muy dificil predecir el consumo de nutrientes en animales a
pastoreo. Por este motivo, se han utilizado diferentes estrategias de alimentacion
(suplementacidn con concentrados o con RTM) y de manejo del pastoreo (carga animal
y asignacion de pastura), de manera de maximizar la utilizacion del forraje y el
potencial productivo animal.

Existen en la literatura diferentes trabajos que analizan la produccion de leche sobre
pasturas. En este sentido, Van Vuuren et al. (2006) indican que en pastoreo el aporte de
energia en promedio alcanza para una produccion de entre 17 y 25 kg por dia por vaca y
Doyle et al. (2001), reportaron que la produccion de leche a pastoreo es menor a 30 kg
por dia por vaca debido a las variaciones estacionales, a las caracteristicas nutritivas y
de crecimiento de las pasturas.

Bargo et al. (2002a) reportan que vacas que consumen pastura con una alta asignacion
(48,9 kg MS/vaca/d), produjeron 3,1 kg/d de leche méas que las vacas que consumieron
pastura con una asignacion baja (26,7 kg MS/vaca/d), alcanzando producciones de 22,2
y 19,1 kg/d de leche respectivamente.

Finalmente en un meta-analisis realizado por Pérez-Prieto y Delagarde (2013), donde se
analizan los efectos de la asignacion de pastura sobre diferentes parametros productivos
de vacas lecheras consumiendo pasturas templadas, los autores revisaron 56 trabajos
gue incluian 97 asignaciones diferentes de pastura y reportan consumos de pastura en
promedio de 14,6 kg MS/d (6,6 y 24,0 kg MS/d; minimo y maximo respectivamente) y
producciones de leche promedio de 18,6 kg/d (7,3 y 32,0 kg/d; minimo y maximo
respectivamente). A partir de los datos analizados concluyen que existe una fuerte
relacién entre la asignacion de pasturas y el consumo de MS vy la produccion de leche,
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aumentando estos parametros a tasas decrecientes con el aumento del nivel de
asignacion de pastura (kg/vaca/d).

4.2.2 Produccion de leche en base a pasturas y suplementacion con concentrados.

El objetivo principal de la administracion de suplementos a vacas lecheras enpastoreo es
aumentar la ingesta total de MS y energia en relacion con la que se consigue con las
dietas exclusivamente pastoriles (Stockdale, 2000a). La suplementacion con
concentrados en vacas lecheras consumiendo pastura ha demostrado ser capaz de
aumentar la produccioén de leche, siendo en general la respuesta de produccién de leche
a la suplementacion con concentrado, en vacas de alta produccién, de 1 kg de leche/ kg
de concentrado suministrado (Leaver, 1985; Bargo et al., 2003).

Este aumento de la produccion esta explicado por el aumento en el consumo de MS
total cuando un animal consumiendo pastura es suplementado con concentrado (Bargo
et al., 2002a); sin embargo, la suplementacién de pasturas templadas con concentrados
en base a granos normalmente provoca una disminucion del consumo de forraje (Bargo
et al., 2002a; Bargo et al., 2003), efecto conocido como tasa de sustitucion, entendida
como la reduccion en los kg de MS de pastura consumida por kg de suplemento (Van
Vuuren et al., 2006).

Bargo et al. (2003) en una revision de una serie de trabajos experimentales que
estudiaron dietas en base a pasturas y en base a pasturas mas suplementacién con
concentrados, reportan que la produccion de leche aumentd en promedio 4,4 kg/d (rango
de 0,8 a 10,6 kg/d) con una suplementacion del 22% comparado con un dieta
exclusivamente pastoril. Con respecto a la produccion de grasa, los autores observaron
que en la mayoria de los estudios revisados hubo un descenso en el porcentaje de la
grasa en la leche de aproximadamente 0,24% (solo en 4 trabajos no encontraron
diferencias) y el descenso es del 6% cuando se compara con las dietas a base de pasto
exclusivamente; sin embargo, numéricamente la produccién de grasa aumentd (kg/d)
aproximadamente un 13%. Asimismo, el porcentaje de proteina aumentd un 4% cuando
se suplementa con concentrados respecto de una dieta exclusivamente pastoril, asi como
también se increment6 la produccion de proteina en 0,17 kg/d, aproximadamente un
30% en las dietas suplementadas con concentradas vs solo pastura.

Los sistemas lecheros de la region utilizan dietas mixtas que combinan el pastoreo
directo con el uso de suplementacion de concentrados y/o forrajes conservados en
diferentes proporciones pero suministrados separadamente; sin embargo esta forma de
suministro de los concentrados no ha demostrado que sea capaz de optimizar las
potencialidades de ambos alimentos (pastura y concentrado) (Cajarville et al., 2012).
Por lo tanto, como elegir e implementar el sistema y la manera de suministrar los
alimentos de la forma mas eficiente es un complejo desafio para productores y técnicos
(Wales et al., 2013).

En este sentido, en los Gltimos afios se ha comenzado a utilizar en los sistemas lecheros
de la region las RTM como sistema de alimentacion, ya sea como Unico alimento o
como suplemento de pasturas.

Las RTM son un sistema de alimentacion donde los alimentos concentrados y forrajes
son ofrecidos a los animales completamente mezclados en una Unica racién. A partir de
la década de 1960 se comienza a utilizar RTM en la alimentacién de vacas lecheras en
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paises del Hemisferio Norte, principalmente en EEUU y algunos paises de Europa. Esta
mezcla de distintos ingredientes en una Gnica racion presenta varias ventajas entre las
que se destaca la posibilidad de ofrecer una dieta con un aporte balanceado de nutrientes
y una éptima relacion forraje — concentrado, disminuyendo la posibilidad de seleccién
de los componentes individuales de la racién. Asimismo, esto determina una
formulacion de la dieta méas precisa que cuando se ofrecen los ingredientes
individualmente (Gill, 1979; Coppock et al., 1981).

Cuando se suplementa una pastura con una RTM, el sistema de alimentaciéon es
denominado por algunos autores como racion parcialmente mezclada (RPM) ya que la
pastura que consumen no es parte integral de la RTM (Bargo et al., 2002b). La
utilizacion de este sistema RPM representa una alternativa que ha cobrado un creciente
interés en su utilizacion y estudio, a pesar de que hasta el momento ha sido poco
estudiada. La suplementacion de pasturas con RTM podria ayudar a tener buenos
niveles de produccion de leche y s6lidos (Garcia & Fulkerson 2005), capitalizando los
beneficios de una RTM y manteniendo las ventajas de la alimentacidn pastoril en cuanto
a costos de produccién (Wales et al., 2013) y calidad del producto final (Morales-
Almaraz et al., 2010).

4.2.3 Efectos de la dieta sobre sintesis de la grasa lactea.

Los &cidos grasos encontrados en la leche provienen principalmente de 4 origenes:
directamente de la dieta, sintetizados de novo en la glandula mamaria, formacion a nivel
ruminal por biohidrogenizacion en los procesos de degradacion bacterinana y los
provenientes de la movilizacién de las reservas corporales (Chilliard et al., 2000b)

La mayor parte de los lipidos ingeridos sufre los procesos de degradacién por parte de
los microorganismos ruminales (Bauman y Griinari, 2001), dando por resultado un
pool de AG libres, en su mayoria insaturados, los cuales en primer instancia de
isomerizan y luego sufren un proceso de hidrogenacion dando por resultado final AG
saturados (Chilliard et al., 2000b) .

Aunque parte de los acidos linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) escapan a estos
procesos ruminales y llegan a la leche sin sufrir modificaciones, el 90% del linolénico y
el 80% del linoleico sufren el proceso de hidrogenacion, siendo el producto final el
acido estearico (C18:0). En este proceso de saturacion de los AG, se forman productos
intermediarios como son los acidos linoleicos conjugados (CLA), los cuales aparecen en
la leche y en los productos derivados, confiriéndole a estos alimentos caracteristicas
benéficas para la salud del consumidor (Chilliard et al., 2000b).

El principal CLA producido y presente en la grasa lactea, es el acido ruménico (C18:2
cis-9, trans-1) el cual su presencia en la leche reconoce 2 origenes: a) la absorcion
intestinal y transferencia a la glandula mamaria del acido ruménico producido en el
rumen y b) la sintesis a nivel de glandula mamaria a partir del acido vaccénico (C18:1
trans-11) por accion de la enzima delta-9 desaturasa. Esta Ultima via explicaria la
presencia del 64% del CLA en la leche (Griinari y Bauman 1999).

Tanto el acido linoleico como el linolénico son los principales acidos grasos

poliinsaturados presentes en las dietas de los rumiantes. El linoleico presente en mayor
medida en los silajes de maiz, cereales y en granos de oleaginosas como girasol y la
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soja, en tanto que el linolénico es caracteristica su mayor presencia en las pasturas
(Chilliard et al., 2000b)

En los ultimos afios, ha habido un esfuerzo para determinar como maximizar los niveles
de CLA en alimentos para humanos de productos derivados de los rumiantes (Bargo et
al., 2006), teniendo en cuenta que investigaciones recientes reportan que a través de la
manipulacion dietética se puede alterar el contenido de CLA hasta cinco veces (Bauman
et al., 2001, Chilliard et al., 2000b).

Esta claramente establecido que vacas alimentadas con pastura generalmente tienen
mayores concentraciones de CLA de leche, especificamente mayor concentracion de
ruménico, que las vacas alimentadas con raciones mixtas totales (White et al., 2001,
Schroeder et al., 2003). Sin embargo, es limitada la informacién sobre cuales son los
efectos cuando se alimentan vacas con raciones parcialmente mezcladas.

4.2.4 Combinacion de pastura y racion totalmente mezclada: Efectos sobre la
produccién y composicion de la leche de vacas lecheras

Existe en la literatura diversos experimentos que han comparado estos dos sistemas
(RTM vy pastura) para alimentar vacas lecheras (por ejempo: Kolver y Muller, 1998;
Soriano et al., 2001; Tucker et al., 2001; Fontaneli et al., 2005; Schroeder et al., 2005;
Mendoza et al., 2016). Tomados en conjunto, estos estudios reportan que cuando se
pasa de un sistema de tipo RTM a uno pastoril, este cambio va acompafiado de una
reduccion en la produccion de los animales que oscila entre 20 y 30%, aunque otros
autores reportan, a partir de encuestas a productores en EEUU, que dicha reduccién
varia entre 3 y 5% (Hanson et al., 1998). Segin Kolver y Muller (1998), cuando se
compara sistemas donde las vacas son alimentadas con pastura vs alimentadas con
RTM, la menor produccion en los animales alimentados con pastura se debe en un 61%
a un menor consumo de MS, 24% al costo de busqueda y cosecha de pastura, y 12% al
costo de excrecion del exceso de urea formada en vacas a pastoreo. Asimismo estos
autores sefialaron que las diferencias en el consumo de MS, méas que la concentracion
energética de la pastura, aparece como el factor mas importante que determina el
consumo de energia en los animales consumiendo pastura de buena calidad como Unico
alimento.

En el trabajo de Bargo et al. (2002b) se observé que las vacas alimentadas con RTM
tuvieron la mayor produccion de leche, grasa y proteina, asociado a un mayor consumo
de energia, y las del tratamiento pastura + concentrado la menor, siendo el tratamiento
pastura + RTM intermedio. Sin embargo, la concentracion de &cido ruménico y
vaccénico en la grasa lactea aumentd a mayor proporcion de pastura en la dieta (pastura
+ concentrado > pastura + RTM > RTM) (Bargo et al., 2006). En este sentido, Kolver y
Muller (1998) reportan que la produccion de leche de vacas alimentadas con RTM fue
de 44,1 kg/d/vaca vs 29,6 kg/d/vaca en vacas alimentadas con pastura, y que la
produccion de grasa y proteina también fue menor (kg/d) en las vacas alimentadas con
pastura.

En el experimento realizado por Vibart et al. (2008) citado anteriormente, los autores
reportan que el aumento en la proporcion de raigras anual en estado vegetativo en una
dieta RTM de 21 a 41% (base seca) no afect6 la produccion de vacas lecheras, aunque
con la misma pastura pero en un estado mas avanzado de madurez, el aumento de la
proporcion de pastura de 11 a 35% (base seca) redujo la produccidén de leche y proteina.
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En ambos casos, la concentracion de acido ruménico aumentd y disminuy6 la cantidad
de &cidos grasos saturados, a medida que aumento el nivel de inclusion de pastura, lo
que implica una mejora en la calidad del producto final.

Tanto en el trabajo realizado por Morales-Almaréz et al. (2010) como en el realizado
por Soriano et al. (2001), donde compararon sistemas de alimentacion de dietas RTM vs
RTM + sesiones de pastoreo, reportan que cuando la pastura significa entre el 21 y 37%
del total de la MS consumida la produccion de leche, grasa y proteina no se ven
afectadas. En este sentido, Mendoza et al. (2016) reportan que vacas consumiendo RTM
+ sesiones de 0 (RTMO), 4 (RTM4) y 8 h (RTMB8) de FF, no tuvieron diferencias en
produccion entre RTMO y RTM4; sin embargo, observaron una menor produccion de
leche en RTM8 vs RTMO y RTM4 (32,7 vs. 34,4 kg/dia respectivamente), asi como de
proteina (1,06 vs. 1,13 kg/dia).

A pesar de que la progresiva inclusion de pasturas en la dieta de las vacas lecheras
puede afectar la produccion de leche y sus componentes, los trabajos disponibles en la
literatura coinciden en sefialar que esto podria redundar en una mejora en la calidad del
producto final, especificamente a través de una mayor proporcion de acidos grasos
insaturados (AGI) (tanto mono como poli-insaturados) y mayor cantidad de acido
ruménico presente en la grasa lactea (White et al., 2001; Schroeder et al., 2003;
Schroeder et al., 2005; Bargo et al., 2006; Morales-Almaraz et al., 2010) .

4.3 Metabolismo, utilizacidn del nitrogeno y sintesis de proteina microbiana en vacas
lecheras.

Cuando el rumiante consume forrajes provenientes de pasturas templadas, ya sean
praderas mezcla de gramineas y leguminosas o verdeos, ingiere cantidades importantes
de N (Népoli y Santini, 1988ab; Khalili y Sairanen, 2000; Repetto et al., 2001,
Cajarville et al., 2006) de rapida degradacion ruminal (Cohen, 2001; Repetto et al.,
2005), generando elevadas concentraciones instantaneas de amoniaco (N-NH3) (Khalili
y Sairanen 2000; Cajarville et al.,, 2006). Una proporcion altamente variable es
incorporada por las células microbianas del rumen, pero el N-NH3 que no es
incorporado en los compuestos nitrogenados bacterianos en gran parte es absorbido por
el epitelio ruminal ingresando a la circulacion portal transforméndose en urea en el
higado (Kozloski, 2011). La urea es entonces la forma primaria de excrecion de N en
los rumiantes. Una parte de esta urea asi producida, aproximadamente el 33%, es
excretada por la orina y el 67% restante retorna al reticulo-rumen con la saliva y/o por
difusion directa trans-epitelial, a partir de la sangre que irriga la pared de los pre-
estomagos (Kozloski, 2011; Bach et al., 2005).

La produccion hepatica de urea ha sido directamente relacionada con el consumo de N
digestible en algunos estudios, mientras que en otros existié una baja correlacién entre
estas variables. De este modo, los factores dietéticos que resultan en aumento de la
absorcion de amonio y/o aminoacidos, o que resultan en un bajo consumo de energia
metabolizable, asi como todos los factores relacionados al animal que determinan una
alta demanda por energia y/o una baja demanda por aminoacidos para la sintesis
proteica, tienen como consecuencia un aumento en la produccién de urea por el higado
(Kozloski, 2011).

La urea producida a nivel hepatico se equilibra rapidamente a través de los fluidos
corporales, incluyendo la leche, y la concentracion de N-Urea en leche (MUN) se
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considera que refleja la concentracion de N-Urea en sangre (BUN) ya que presentan una
alta correlacion (Roseler et al. 1993). Para realizar el monitoreo de la eficiencia de
utilizacion de N en vacas en lactacion se podria utilizar los valores de MUN (Baker et
al., 1995; Oltner and Wiktorsson, 1983; Roseler et al. 1993). Poder realizar este
monitoreo de la eficiencia de utilizacion del N a partir de los niveles de MUN, es un
método relativamente sencillo y seria muy importante ya que: 1) el consumo de un
exceso de proteina bruta (PB) incrementa las necesidades de energia por 13,3 kcal de
energia digestible (ED)/g de exceso de N (NRC, 1989); 2) los suplementos proteicos
son los ingredientes de los alimentos mas costosos; y 3) el exceso de excrecion de N
tiene un impacto ambiental negativo (Broderick et al., 1997).

Adicionalmente, la eficiencia de transferencia de N a leche, que ya es baja en vacas
alimentadas con RTM, es aun menor cuando son alimentadas con pasturas templadas de
alta calidad, probablemente debido a la alta concentracion de proteina soluble en las
mismas, y a una posible falta de sincronizacion entre el aporte de N y carbohidratos para
la sintesis microbiana a nivel de rumen (Hoekstra et al., 2007).

La proteina microbiana que se sintetiza en el rumen representa entre el 50 al 80% de la
proteina total absorbida, siendo de este modo la principal fuente de aminoacidos que
llega al duodeno (Nocek y Russell, 1988; Bach et al., 2005). Para una dptima sintesis de
proteina microbiana a nivel ruminal es necesario lograr un equilibrio a través de la
sincronizacién de los carbohidratos y la proteina en el rumen (Hoekstra et al., 2007). La
disponibilidad de nutrientes y la eficiencia que tengan los microorganismos ruminales
para utilizarlos, representan los factores mas importantes que determinan la sintesis de
proteina microbiana en el rumen (Clark et al. 1992; Bach et al. 2005). Esto implica la
optimizacion tanto en cantidades de carbohidratos y proteinas disponibles, asi como
también en sus respectivas tasas de degradacion a nivel ruminal (Hoekstra et al., 2007).

El suministro de fuentes proteicas y energéticas con similares tasas de degradacion
ruminal determinarian que la oferta de los nutrientes necesarios para sintesis de proteina
microbiana se diera de forma simultanea, evitdndose de esta manera ineficiencias en su
utilizacion en el medio ruminal y una mayor eficiencia de sintesis de proteina
microbiana (ESPM) (Nocek y Russell, 1998; Herrera-Saldana et al., 1990). Sin
embargo, algunos autores cuestionan esta teoria, planteando que el ecosistema ruminal
es complejo y cuando los nutrientes para la sintesis de una especie microbiana estan en
sincronia, no lo estan para otra, de forma tal que la ESPM permaneceria incambiada
(Bach et al., 2005). Adicionalmente, cuando la fuente de N no es sincrénica con la de
energia, el N reciclado que retorna al rumen puede contribuir a estabilizar los niveles de
N y el crecimiento microbiano en rumen (Bach et al. 2005; Hall and Huntington, 2008).

En sistemas donde la alimentacion es de base pastoril, la manipulacion de la
composicion nutricional de la pastura en pastoreo es mas dificil comparado con
animales en condiciones de estabulacion donde se utilizan otros sistemas de
alimentacion, como las RTM, y por lo tanto seria mas dificil lograr una adecuada
sincronizaciéon entre los nutrientes que son sustratos para la sintesis de proteina
microbiana (Hoekstra et al., 2007).

4.3.1 Combinacion de Pastura y racion totalmente mezclada: Efectos sobre la
eficiencia de utilizacion del N de vacas lecheras y la sintesis de proteina microbiana
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Son pocos los trabajos que han experimentado en alimentacion de vacas lecheras con
dietas que combinen pastura y RTM, y que han determinado o reportado resultados
sobre eficiencia de utilizacion del N, MUN o BUN, y solamente Bargo et al. (2002b), y
Vibart et al. (2010) en un trabajo in vitro, reportan efectos sobre la sintesis de proteina
microbiana a nivel ruminal.

Bargo et al. (2002b) reportan que vacas alimentadas con RTM y RPM tuvieron una
menor concentracion de BUN que las alimentadas con PC (pastura + concentrado), y las
vacas alimentadas con RTM tuvieron una menor concentracion de MUN que en RPM,
que a su vez fue menor que en PC; esto sugiere un mayor aprovechamiento del N
ingerido en las vacas alimentadas con RTM. Similares resultados obtuvieron Vibart et
al. (2008) en un trabajo que consistio en 2 experimentos, al comparar en vacas lecheras,
dietas 100% RTM vy tres dietas con diferentes proporciones de RTM y pastura de alta
calidad; los autores observaron que a medida que aumenta la proporcién de pastura en la
dieta, mayor es la concentracién de MUN y BUN, cuando la pastura se encuentra en
estado vegetativo. Sin embargo, cuando la pastura presenta una calidad inferior, cuanto
mayor es el nivel de inclusion de pastura, menores son las concentraciones de MUN y
BUN. En el mismo sentido, Kolver y Muller (1998) reportan que la concentracién de
BUN es mayor para vacas alimentadas con una dieta en base a pastura con respecto a las
que son alimentadas solo con RTM. Sin embargo, White et al. (2001), en un estudio
donde comparan dos sistemas de alimentacién (RTM y Pastura) y dos razas (Holando y
Jersey), reportan no haber encontrado diferencias en los valores de MUN. Del mismo
modo, Mendoza et al. (2016) tampoco encontraron diferencias para las concentraciones
de MUN ni de BUN entre vacas alimentadas exclusivamente RTM respecto a las que
combinaban RTM + sesiones de acceso a FF durante 4 u 8 h.

Con respecto a la sintesis de proteina microbiana, Vibart et al. (2010) en un trabajo
realizado in vitro en un sistema de ramenes artificiales de flujo continuo, compard los 4
tratamientos alimentarios utilizados en el trabajo de Vibart et al. (2008): 1) 100% RTM,
2) 85:15 RTM:Pastura, 3) 70:30 RTM:pastura y 4) 55:45 RTM:pastura. Estos autores
observaron gue tanto la concentracion de N proveniente de células microbianas como la
cantidad de células microbianas aumentan cuando la proporcién de pastura en la dieta
aumenta. También in vitro, Soder et al. (2013), realizaron un trabajo en el cual
evaluaron los efectos de los siguientes tratamientos: 1) 100% Pastura (Dactylis
glomerata), 2) 100% RTM, 3) 50% pastura y 50% RTM y 4) 90% pastura y 10%
semilla de linaza. Estos autores no observaron diferencias en el flujo de N microbiano
entre los diferentes tratamientos al igual que Bargo et al. (2002b), quien utiliz6 la
relacion alantoina/creatinina como indicador de sintesis de proteina microbiana a nivel
ruminal.

4.4 Metabolismo de la Glucosa e insulina en vacas lecheras.

La glucosa constituye la fuente principal de energia para los diferentes tejidos del
organismo Yy es particularmente importante para el sistema nervioso (Relling y Mattioli,
2003). En los rumiantes los niveles sanguineos de glucosa dependen fundamentalmente
de la neoglucogénesis hepatica a partir de precursores como el propionato, aminoacidos,
glicerol y lactato, pudiendo contribuir de manera importante la digestion y absorcion
intestinal del almidon (Huntington et al., 2006), siendo muy limitada la cantidad de
glucosa que llega al intestino y logra ser absorbida (del 5 al 15%), ya que la mayor parte
de los carbohidratos ingeridos son convertidos a AGV a nivel ruminal (Brockman y
Laarveld, 1986). Para lograr mantener los niveles de glucosa en sangre constantes, en el
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rumiante la neoglucogénesis a nivel hepatico estd regulada por una interaccion de
mecanismos mediados por efectos alostéricos, hormonales de corto plazo y procesos de
inducciodn o represion enzimética (Drackley et al. 2001).

La tasa de conversion de propionato a glucosa en animales consumiendo dietas altas en
forraje es menor que en aquellos consumiendo dietas ricas en concentrados, siendo el
aporte de los aminoécidos a la formacién de glucosa dependiente de la oferta hepatica
de aminoéacidos, estando esta fuente de glucosa, correlacionada positivamente con el
consumo de proteina en la dieta (Drackley et al. 2001). El glicerol se puede transformar
en un precursor de importancia en situaciones donde exista una alta tasa de
movilizacion de reservas grasas (Drackley et al., 2001; Huntington et al., 2006). En
términos cuantitativos, en los rumiantes, del total de la glucosa formada a nivel hepético
el propionato es el principal precursor neoglucogénico aportando entre el 55 y 70%,
mientras que los aminoacidos como alanina, glutamina, cisteina, glicina, serina y
treonina podrian llegar a aportar entre un 15y 20% de la glucosa. Otras fuentes para la
sintesis de glucosa hepatica lo constituyen el glicerol y el lactacto, pudiendo sintetizar
del 5 al 15% de la glucosa producida en el higado (Relling y Mattioli, 2003).

En rumiantes el nivel y la homeostasis de la glucosa en sangre estd regulado
principalmente por 2 hormonas: insulina y glucagon (Drackley et al. 2001). La insulina
estimula la captacion de glucosa por parte de los tejidos, la sintesis de glucogeno, la
glicdlisis y la sintesis de acidos grasos a nivel hepético, estimulando el anabolismo
principalmente a nivel de tejido muscular y adiposo, siendo el principal regulador de la
disposicion de los nutrientes a nivel del organismo (Brockman y Laarveld, 1986). A
pesar de que la insulina disminuye la neoglucogénesis hepatica, ya que disminuye la
sintesis de glucosa via piruvato, ésta no altera la conversion de glucosa via propionato
(Drackley et al. 2001, Huntington et al. 2006). EI glucagon estimula la liberacién de
glucosa a la sangre y estimula directamente la conversién de propionato en glucosa asi
como el uso de aminoacidos para la neoglucogénesis (Drackley et al., 2001).

La glucosa es el principal sustrato que requiere la glandula mamaria de los bovinos para
la produccién de leche, alcanzando hasta el 80% del total de la glucosa producida a
nivel hepatico, pudiendo ser incluso mayor en animales de alta produccion por lo que la
tasa de sintesis a nivel hepatico puede verse incrementada (Bell y Bauman, 1997, Emery
et al., 1992). Esta glucosa es utilizada como fuente de energia y como precursor de la
sintesis de lactosa (70 a 80%) en la propia glandula mamaria (Relling y Mattioli, 2003).

4.4.1 Combinacién de Pastura y racion totalmente mezclada: Efectos sobre los valores
sanguineos de glucosa e insulina.

En la literatura consultada son varios los trabajos realizados en alimentacion de vaca
lechera que comparan ambos sistemas de alimentacién y que reportan valores de
glucosa en sangre, pero son pocos los que reportan valores de insulina.

En el trabajo de Bargo et al. (2002b) se reporta que en vacas alimentadas con RTM vs
RPM y PC (pastura + concentrado), la concentracion de glucosa en sangre no fue
afectada por los tratamientos siendo el promedio 64,8 mg/dl. Los resultados obtenidos
por Kolver y Muller (1998) cuando comparan tratamiento RTM vs pastura tampoco
muestran diferencias de valores sanguineos de glucosa, reportando valores de 63,1 y
61,7 mg/dl respectivamente. En los trabajos de Schroeder et al. (2003) y Schroeder et
al. (2005), donde se comparan los valores plasmaticos de glucosa en vacas alimentadas
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con RTM vs Pastura + maiz vs Pastura + maiz + grasa en el primer trabajo, y RTM vs
pastoreo de Avena en el segundo, tampoco encuentran diferencias significativas en la
glucosa sanguinea reportando valores entre 66,2 y 70,6 mg/dl en el primer trabajo y
valores de 57,2 para el pastoreo de avena y 53,6 para RTM en el segundo trabajo.

Por otro lado, Delany et al. (2010) en un trabajo donde comparé animales consumiendo
una RTM con animales alimentados con pastura + grano, reportan que los animales que
consumieron RTM tuvieron mayores valores sanguineos de glucosa que los alimentados
con pastura + grano (66,7 vs 59,4 mg/dl). Asimismo, Vibart et al. (2008), en un trabajo
que consistié en comparar dietas 100% RTM vy tres dietas con diferentes proporciones
de RTM y pastura de alta calidad, observaron que a medida que aumenta la proporcion
de pastura en la dieta la concentracion de glucosa en sangre decrece, siendo el mayor
valor de 61,5 mg/dl para RTM y el menor valor de 57,7 mg/dl cuando la relacion
RTM:Pastura es de 65:35. En el trabajo realizado por Mendoza et al. (2012), donde
compararon vacas alimentadas exclusivamente RTM con vacas que combinaban RTM +
sesiones de acceso a FF durante 4 u 8 h, solo observaron diferencias en los valores de
glucosa sanguinea cuando se compar® el tratamiento que consumid exclusivamente
RTM (78,1 mg/dl) vs RTM + 8 hs de acceso a FF (74,2 mg/dl).

Con respecto a los valores de insulina plasmatica, Delany et al. (2010) en el trabajo
citado anteriormente reporta que los valores de insulina fueron mayores para los
animales que consumieron RTM cuando se los compara con los que consumieron
pastura + grano (480 vs 131 pg/ml). Resultados similares reportan Mendoza et al.
(2012), donde los valores de insulina en el tratamiento que consumieron exclusivamente
RTM fue mayor que cuando tuvieron acceso a FF durante 8 h (28,2 vs 23,2 pUl/ml
respectivamente), y no reportan diferencias entre los restantes tratamientos.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las dltimas décadas la produccion de leche en Uruguay ha crecido a un ritmo
constante y sostenido, alcanzando a 2.314 millones de litros producidos en el afios 2013,
siendo este, un record histérico de litros producidos, lo que representd un aumento a una
tasa anual del 5% (DIEA, 2016). Este crecimiento se produce por un aumento de la
productividad y esta se explica por el incremento en el nimero de vacas por unidad de
superficie (stock de vaca masa se incremento un 23%), asi como por el incremento de
produccion individual por vaca, ya que el nimero de explotaciones lecheras descendio
un 25% (de 6000 a 4341 productores) y la superficie destinada a la lecheria disminuyé
un 28% (de 1.058.000 h& a 795.000 h&) en el mismo periodo (DIEA, 2016). A su vez
este aumento en la productividad se explica en gran medida en el importante cambio en
el manejo de la alimentacion en los rodeos. En el afio 2003, la composicion media de la
dieta de las vacas lecheras en Uruguay suponia un consumo de 30% de concentrados y
reservas y aproximadamente 70 % de forrajes por pastoreo directo. En el afio 2011 la
dieta de los tambos con mayores ingresos de capital muestra un cambio sustancial,
representando el consumo de concentrados y reservas (suministrados como mezcla o en
forma separada) aproximadamente un 60% de la dieta, mientras que el forraje obtenido
por pastoreo directo solamente el 40% (Repetto, 2011). En informacion presentada por
el equipo técnico de Conaprole se observa que las pasturas ocupan aproximadamente el
47% de la MS consumida por las vacas lecheras, el 28% a concentrados y el 25%
restante a reservas forrajeras, logrando un consumo de MS anual por animal que
asciende a los 6520 kg (Chilibroste & Battegazzore, 2014).

A nivel internacional también existe una tendencia a la intensificacion de los sistemas.
En este sentido, un trabajo realizado por Eastridge (2006) que consistio en una sintesis
de 25 afios de estudios publicados en el Journal of Dairy Science, el autor reporta que en
este periodo se ha incrementado fuertemente la produccion individual por vaca, lo que
ha significado por consiguiente un aumento en los requerimientos por parte de los
animales, lo que no ha sido acompasado por un aumento en la capacidad de consumo de
los alimentos comunmente suministrados. Para lograr compensar este desfasaje entre
requerimientos y consumo, ha sido necesario concentrar los nutrientes en las dietas, y
por parte de los investigadores se ha comenzado la busqueda de alternativas que
permitan mejorar la eficiencia de conversion y la salud de los animales a través de
mejoras principalmente en la calidad de alimentos, la digestibilidad de la dieta y de
eficiencia en la fermentacion ruminal.

La produccion lechera a nivel local ha debido sostener una fuerte competencia por el
recurso suelo con otros rubros productivos como la agricultura de secano y la
forestacion, las cuales han crecido paralelamente a la lecheria (DIEA, 2013), lo que
explica la disminucion de area lechera total mencionada anteriormente. A pesar de esta
fuerte competencia, la expansién de la agricultura brinda la oportunidad a los
productores lecheros de contar con granos y/o subproductos para la suplementacion o
elaboracion de dietas concentradas para la alimentacion de los rodeos, aunque debido a
la creciente demanda mundial por los granos para la alimentacion humana y a la
fabricacion de biocombustibles, estos no disminuiran sus costos. Por lo tanto seria
importante determinar cuél estrategia de alimentacion seria la adecuada para optimizar
la eficiencia de conversion de estos alimentos a leche (Doyle et al, 2001; Beever y
Doyle, 2007).
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En este sentido, la principal limitante para la produccién de leche en sistemas a base de
pasturas son los patrones estacionales de crecimiento y los cambios en las caracteristicas
nutricionales de las pasturas (Doyle et al., 2001). Esto genera desbalances entre la oferta
y la demanda de nutrientes, el cual se corrige a través de la utilizacion de
suplementacion, ya sea con reservas forrajeras y/o con concentrados (Chilibroste et al.,
2012). Asimismo, los sistemas lecheros de la regién utilizan sistemas de alimentacion
en base a dietas mixtas que combinan el pastoreo directo con el uso de concentrados y/o
reservas forrajeras en diferentes proporciones y suministrados separadamente. Esta
forma de suministro de los concentrados no ha demostrado que sea capaz de optimizar
la potencialidad de ambos alimentos (pastura y concentrado) (Cajarville et al 2012). Del
mismo modo, se ha observado que la eficiencia de sintesis de proteina microbiana y el
ambiente ruminal no se han visto favorecidos al suplementar pasturas de alta calidad
con concentrados (Aguerre et al., 2009; Tebot et al., 2012) cuando se compara con
animales consumiendo solo pastura.

Una RPM correctamente formulada puede producir una fermentacion ruminal mas
estable y con menos variaciones de pH que cuando el grano es suministrado en la sala
de ordefie (Wales et al., 2013). Por lo tanto, el suministro de una RTM utilizada como
suplemento de pastoreo podria mejorar la produccion de leche en comparacion con los
concentrados cuando son suministrados en forma separada (Beever y Doyle, 2007).

Diversos trabajos que comparan ambos sistemas de alimentacion (pastoril y en base a
una RTM) reportan una disminucion en el desempefio animal, que es explicado
principalmente por la disminucion en el consumo. En una de revision bibliogréafica
realizada por Garcia and Fulkerson (2005), donde se analizan varios experimentos que
trabajaron en dietas que combinan pastura y RTM, observaron que cuando la pastura
ocupa entre el 20 y 40% del total de la MS consumida la disminucién en produccion es
menos acusada o inexistente. En este sentido, en un relevamiento en EEUU de tambos
que utilizaban sistemas de alimentacién mixtos realizado por Soder y Muller (2007),
observaron que en promedio, el 25% del consumo total de MS provenia de la pastura
(con un rango de 9 a 36%).

Finalmente, en un trabajo realizado previamente por el equipo de investigacion donde
se estudio el efecto del tiempo de acceso a un FF en vacas alimentadas con una RTM
sobre los parametros productivos y de aprovechamiento digestivo y metabdlico de vacas
lecheras de alta produccion, se reporta que la proporcion de forraje en la dieta con la
cual no se encontraron diferencias significativas con el tratamiento que consumia solo
RTM fue aproximadamente 11%, lo que representa un consumo de 2,8 kg de MS
proveniente de FF (Mendoza et al., 2016). EI nivel de consumo de FF logrado en este
trabajo fue menor al esperado, lo que condujo al equipo de investigacion a pensar en
otro modelo de asignacion de los distintos alimentos, ahora en términos del porcentaje
del total de la MS ofertada, en lugar de asignar el FF por horas y asi poder lograr niveles
de consumo de pastura mas cercanos al promedio utilizado en los sistemas de
produccién.

Este trabajo entonces, buscara contribuir en identificar cual es la combinacion (o la
proporcion) de FF y RTM en la dieta de vacas lecheras, que logre maximizar la
utilizacion de ambos alimentos de manera tal que permita que la produccion y
composicion de la leche, la eficiencia de utilizacion de N y de energia y la sintesis de
proteina microbiana a nivel ruminal sean iguales o mayores que cuando se utiliza
exclusivamente una RTM.
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6. HIPOTESIS
Por encima de un 25% de la materia seca consumida, el progresivo aumento de raigras
en la dieta de vacas lecheras alimentadas con una dieta base de racion totalmente
mezclada, provocara una disminucion en el consumo de MS de los animales y esto
traerd aparejado una disminucién en la produccion de leche y de sus componentes, asi
como en la eficiencia de utilizacién de los nutrientes. Sin embargo, se lograran
aumentos en el contenido de &cidos grasos considerados beneficiosos para la salud
humana.

7. OBJETIVOS
7.1 Objetivo general:
Evaluar el efecto de suministrar distintas combinaciones de forraje fresco de alta calidad
y una racion completamente mezclada sobre el desempefio productivo y la eficiencia de
utilizacion de los nutrientes de vacas lecheras de alta produccién.
7.2 Objetivos especificos:

Evaluar el efecto de suministrar distintas combinaciones de un FF de alta calidad y una
RTM en la dieta de vacas lecheras de alta produccidn sobre:

1. el consumo de MS y materia organica.

2. lautilizacion y balance del N, y el flujo de proteina microbiana al duodeno.

3. la produccion y composicion de la leche, incluyendo el perfil de &cidos grasos.
4. el metabolismo energético y nitrogenado.

5. laeficiencia de utilizacion de los nutrientes.

25



8. MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizd en el Campo Experimental N° 2 — Libertad, de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de la Republica, ubicado en el km 42,200 de la ruta
nacional N° 1, en la zona de Libertad en el Departamento de San José, Uruguay (34° S 'y
55° O), en las instalaciones de la Unidad de Metabolismo y Digestion Ruminal de los
Departamentos de Nutricion Animal y Bovinos. Los analisis de composicion quimica de
los alimentos utilizados para las dietas se realizaron en el laboratorio del Departamento
de Nutricion de la Facultad de Veterinaria, mientras que el contenido de grasa, proteina,
urea y lactosa en leche, asi como el perfil de &cidos grasos se realizaron en el
laboratorio Colaveco y el andlisis de caseina en leche se realizé en el laboratorio de
calidad de leche del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria — La Estanzuela.

El trabajo con animales fue realizado de acuerdo con los reglamentos sobre el uso de
animales en experimentacion, ensefianza e investigacion (Comisién Honoraria de
Experimentacion Animal (C.H.E.A), UdelaR, Uruguay), y en el marco del protocolo de
investigacion aprobado por la Comision de Experimentacion en el Uso de Animales
(CEUA) PI 12/13 Exp. 111130-000818-13.

8.1 Disefio experimental

Se utilizaron 12 vacas multiparas Holando, seleccionadas entre las del rodeo del campo
experimental, con 90 + 22 dias de lactancia (media + desvio estandar (DE)) 523 + 88 kg
de peso vivo y 7908 £ 719 kg de leche de produccién en la lactancia anterior. Los
animales fueron agrupados en un disefio de cuadrado latino de 3x3 por cuadruplicado,
los cuales fueron bloqueados en cada cuadrado segun su peso vivo, produccion al inicio
del experimento, y produccion en la lactancia previa; y dentro de cada cuadrado se
asignaron al azar a los tres tratamientos: 1) RTM100: oferta ad libitum de una RTM. 2)
RTM75: oferta equivalente al 75 % del consumo estimado de MS de la RTM utilizada
en RTM100 + oferta de FF de alta calidad equivalente al 25% del consumo estimado de
MS. 3) RTM50: oferta equivalente al 50 % del consumo estimado de MS de la RTM
utilizada en RTM100 + oferta de FF de alta calidad equivalente al 50% del consumo
estimado.

8.2 Manejo de los animales y alimentacion

Los animales fueron alojados en bretes individuales donde tuvieron libre acceso a agua
fresca. El FF utilizado fue Raigras anual (Lolium multiflorum), cultivar LE 284, con una
disponibilidad de 2500 kg de MS/ha en promedio para los tres periodos. La misma fue
cortada diariamente a las 11:00 h para los dos tratamientos que la consumian, a 10 cm
del suelo con una segadora de discos, y fue ofrecida en comederos individuales. El
forraje se conservo fresco durante todo el dia debido a las bajas temperaturas ambiente
registradas durante el periodo de experimentacion (temperatura promedio 9° C, INIA
Las Brujas, entre junio y agosto de 2012), y el sobrante de cada dia se deseché al dia
siguiente. La ingesta diaria comenzaba a la hora 08:00, siendo esta considerada como la
hora 0 de referencia para los muestreos y mediciones.

La RTM100 fue formulada y balanceada de acuerdo a las recomendaciones del NRC
(2001) para cubrir los requerimientos de una vaca de 600 kg de peso produciendo 35 L
de leche / dia. La composicién quimica de la pastura, la RTM y los ingredientes con que
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fue formulada la RTM, se presenta en el cuadro I, y los ingredientes de la RTM se
presentan en el cuadro Il. La cantidad de alimento se asignd a cada animal en funcion
del consumo potencial individual, el que se determin6 durante 10 dias previos a la
adaptacion del primer periodo. Para el tratamiento RTM100 se ofreci6 RTM como
unico alimento y en el caso de los tratamientos RTM75 y RTM50, se ofrecio el 75% y
50% del consumo potencial de la misma RTM que en RTM100, completando el 100%
de la dieta con el 25% y 50% de FF respectivamente. El promedio de oferta fue de 30
kg de MS por animal de los cuales el 75% era RTM vy el 25% de forraje fresco para
RTM75y 50% RTM y 50% de forraje fresco para RTM50.

La rutina de alimentacién a los animales comenzaba a las 08:00 h (hora 0), coincidente
con la salida del primer ordefie, y se le asignaba una primera sesion de RTM a los tres
tratamientos por igual. El tratamiento RTM100 continuaba con acceso a RTM por el
resto del dia. Aproximadamente a la hora 2, ambos tratamientos que incluyen FF en la
dieta pasaban a comer FF. Posteriormente hacia la hora 6 el tratamiento RTM75
retomaba el consumo de RTM hasta el final de la jornada, mientras que RTM50
retomaba el consumo de RTM aproximadamente a la hora 10 (18:00 h).

Cuadro I. Composicién quimica’ del forraje fresco (Lolium multiflorum), la RTM y de
los alimentos utilizados para formular la RTM.

Forraje fresco? RTM? EMPE* GHM® Hs®
MS’ (%) 17,5+5,2 381+18 232+15 784+09 90,0+0,1
Composicién (%MS)
MQ? 849+12 92,7+04 9163+0,8 983+07 916+0,2
PB® 15,1+ 2,7 18,0+0,8 8,10+0,1 95+02 50,3+11
FNDY 40,8 +4,8 411+28 520+21 85+0,1 18,0+0/4
FAD! 241+24 246+03 31,0+009 22+0,2 6,7+0,1
CNF*? 26,3+ 3,1 31,732 293+27 793+09 213+14
EE® 2,7+0,2 1,9+0,1 2,2+0,1 40+0,1 2,0+0,1
ASH 20,0+ 0,7 42+0,3
NDIN® 0,7+0,1 0,7+0,1 0,4+0,0 0,4+0,0 1,4+0,1
NIDA®?® 04+0,1 0,3+0,1 0,2+0,0 0,3+0,0 1,7+0,1
Composicion (Mcal/kg MS)
ENLY 1,48 +0,1 1,70+ 0,2

Ipromedio de los 3 periodos, 2Forraje fresco, Lolium multiflorum Disponibilidad 2500 kg/MS/ha promedio en los 3
periodos; *Racién totalmente mezclada; “Ensilaje de maiz planta entera; >Grano himedo de maiz; ®Harina de soja;
"Materia seca; ®Materia orgénica; °Proteina bruta; °Fibra neutro detergente; 'Fibra 4cido detergente;
Carbohidratos no fibrosos, calculado como: %CNF = %MO — (%PB + %FND + %EE); “*Extracto al éter; “Azlcares
solubles; *Nitrégeno insoluble en detergente neutro; **Nitrégeno insoluble en detergente acido; YEnergia neta de
lactacion (Mcal/kg), segiin NRC (2001).

Los animales fueron ordefiados dos veces por dia (0700 y 1800 h) en el tambo y luego
volvian a sus respectivos bretes donde seguian con los tratamientos asignados. Durante
el ordefio no se les administr6 ningun tipo de alimento. La RTM se mezclaba
diariamente y se ofrecia segun el tratamiento, reponiendo a medida que los animales la
consumian. Durante dos dias consecutivos de cada periodo se determind el peso de
todas las vacas con una balanza electronica.
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Cuadro Il. Ingredientes de la racién totalmente mezclada.

. % de la
Ingredientes MS
Ensilaje de maiz planta entera 53
Grano humedo de maiz 23
Harina de soja 22
Vitaminas* 0,01
Bicarbonato de sodio 0,60
Oxido de magnesio 0,20
Fosfato di-calcico 0,40
Cloruro de sodio 0,20
Carbonato de Calcio 0,20
Monensina’ 0,01
Secuestrante 0,04
Levaduras® 0,01

'Rovimix® Lecheras, DSM Nutritional Products Ltd. Basilea, Suiza
2Rumensin® 100 Premix, Elanco Animal Health, Greenfield, EEUU
3Procreatin 7 ®, Elanco Animal Health, Greenfield, EEUU

Los cambios en las dietas correspondientes a cada tratamiento se realizaron
progresivamente durante cada periodo de adaptacién. Cada periodo experimental tuvo
una duracion de 22 dias, consistiendo en 11 dias de adaptacion, seguido de 11 dias de
mediciones (Figura 1).

Periodo 1 Periodo 3

€ —-—-———-=—=—=——-- > € ———-——=—=—=-—-- >

I I I I

I I I I

Dia O Dia 22 Dia 44 Dia 66
Periodo 2

€ - === == === >
Adaptacion Mediciones

Dia de Medicion

( A

I1|2|3|4|5|6|7|8|9|10|11I
I T T T T T T T T T T 1

Composiciénde la leche F-—

Metabolitosy hormonas
sanguineas.

Flujo de proteina microbiana
Digestibilidad

Consumo de materia seca, y nitrogeno
Figura 1. Esquema de las determinaciones experimentales.
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8.3 Mediciones y calculos:
8.3.1Consumo de los nutrientes

A partir del dia 2 hasta el dia 8 de cada periodo de mediciones se determiné el consumo
individual diario de alimentos tanto de la RTM como del FF, por diferencia de peso
entre la cantidad total de alimento ofrecido y rechazado por animal. Se tomaron
muestras diarias de los alimentos ofrecidos y rechazados, que posteriormente se
congelaron a -18°C para su posterior analisis de composicion quimica. A partir del
analisis de composicion quimica de los alimentos, se determind el consumo de cada
fraccion de los alimentos (MS, MO, PB, FND y FAD). EI consumo de MO digestible
(CMOD) se calcul6 como el producto del consumo de MO y su porcentaje de
digestibilidad, cuya determinacion se describe en 8.3.2.

8.3.2 Digestibilidad de la materia seca y materia organica.

La digestibilidad se determind de manera indirecta utilizando la fibra &cido detergente
indigestible (FADi) como marcador interno (Huhtanen et al., 1994) para estimar la
cantidad diaria de materia fecal producida. Para ello se tomaron muestras de heces
directamente del recto los dias 2 y 3 de cada periodo experimental a las -6 y +6 horas
(hora 0 = 0800 h), y posteriormente se congelaron a -20°C hasta su procesamiento.
Luego de descongeladas, se secaron en estufa por 48 h a 56°C, posteriormente fueron
molidas en molino eléctrico con una zaranda de 2 mm y posteriormente incubadas en
bolsas de Dacron (5 x 10 cm, con poros de 50 micrones) en el rumen de 2 vacas secas
con fistulas en rumen, alimentadas con una dieta compuesta por 70% de heno de alfalfa
y 30% de concentrado comercial.

Se consideré FADi al contenido de FAD en el residuo no digerido tras incubacion in
situ de las bolsas por 12 dias consecutivos. La produccion de heces se calcul6 de la
forma descrita por Merchen (1993) como:

CFADi (g/dia)

kg MS de Heces/dia =
[FADi heces| (g/kg MS)

donde CFAD; es el consumo de FAD indigestible (g/d) y [FAD; heces] es la
concentracion de FAD indigestible en las heces (g/kg MS).

La digestibilidad de MS y MO se determinaron a partir de los analisis de composicion
quimica, para lo cual se determiné la concentracién de MS y cenizas en los alimentos y
en las heces, segin se describe mas adelante. Los porcentajes de digestibilidad fueron
calculados, para cada fraccion del alimento como: (cantidad ingerida (g) - cantidad
eliminada (g)) / cantidad ingerida (g).

8.3.3 Derivados paricos y flujo de N microbiano a duodeno

En los dias 2 y 3 de cada periodo de mediciones se estimO el flujo de proteina
microbiana a duodeno de forma indirecta, a partir de la determinacion de la
concentracion de creatinina y la cuantificacion de derivados de purinas en orina
(\Valadares et al. 1999). Cada dia se tomaron dos muestras puntuales de orina de 15 ml,
a las -6 y +6 horas (hora 0 = 0800 h), las cuales se diluyeron en 60 ml de una solucién
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de H,SO4 0,072 N y posteriormente se congelaron a -20°C hasta su posterior analisis
(Broderick et al., 2009). Luego de descongelar las muestras a temperatura ambiente, se
realiz6 un pool con cantidades iguales de cada una de las 4 muestras, de la cual se tomo
la alicuota necesaria para la realizacion de las diferentes determinaciones.

La concentracion de creatinina en orina se determind por un método colorimétrico
utilizando un kit comercial (Weiner Laboratorios S.A.1.C. 2000; Rosario, Argentina). La
concentracion minima detectable fue 0,09 mg/L. El coeficiente de variacion intraensayo
para controles bajos (10 mg/L) y para controles altos (40 mg/L) fue de 4,7% y 0,9%
respectivamente. Todas las muestras se analizaron por duplicados usando un
espectrofotometro (Unico 1200 series, United Products & Instruments, Inc, NJ,
EE.UU.).

La determinacion de acido urico y de alantoina en orina se realizdé de acuerdo a lo
descrito por Balcells et al. (1992) por el método de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC, Dionex Ultimate® 3000), utilizando una columna Acclaim C18 de
205 nm, 5 um, 4,6 x 250 mm.

La excrecion diaria total de derivados puricos (DP) (mmol/d) fue calculada como la
relacion entre la concentracion (mmol/L) urinaria de DP y la excrecion esperada de
creatinina (mmol/d), la cual fue estimada asumiendo una tasa de excrecién diaria de
creatinina de 29 mg/kg de PV (Valadares et al., 1999). La absorcion total de purinas
(PA) de origen microbiano fue calculada segun la siguiente férmula sugerida por Chen
y Gomes (1992):

PA (mmol/d) = (DP — 0,385 x PV*")/0,85,

donde DP es la excrecion diaria de derivados pdricos, 0,385 es la excrecién de DP
enddgena y 0,85 es la eficiencia de absorcion de purinas.

La estimacion del flujo de N de origen microbiano al duodeno (FNM) fue calculado de
la forma sugerida por Chen y Gomes (1992) a excepcion del factor 0,134 que fue
tomado de Valadares et al. (1999):

FNM (g/d) = (PA x 70) / (0,134 x 0,83 x 1000),
donde PA es la absorcion de purinas (mmol/d), 70 es el contenido de N de las purinas
(mg de N/mmol), 0,134 es la relacion entre N de las purinas/ N total y 0,83 es la
digestibilidad asumida de las purinas de origen microbiano.
La eficiencia de flujo de N microbiano al duodeno fue calculada como: pasaje de N
microbiano (g/d)/ consumo de MO digestible (kg/d) y la eficiencia de utilizacion del N
para sintesis de N microbiano fue calculada como: pasaje de N microbiano (g/d)/
consumo total de N (g/d).
8.3.4 Balance de nitrégeno y eficiencia de uso de N para produccion de leche

El balance de N se calculo como la diferencia entre la ingestion diaria de N (g/d), y la
excrecion diaria de N (g/d) en heces, orina y leche.
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Para la determinacion del N en orina, se determin6 de manera indirecta el volumen de
orina total diario, a través de la cuantificacion de creatinina en orina, de la manera ya
descrita para flujo de proteina microbiana segun Valadares et al. (1999).

Para la determinacion del N en heces, se estimo la produccion total de heces diarias de
manera indirecta utilizando la FADi como marcador interno (Huhtanen y col., 1994) tal
como fue descrito para la digestibilidad.

La determinacion del N en orina, asi como en las heces se realizd por método de
Kjeldhal. Para la determinacion del N secretado en leche, se tomaron las muestras de
leche tal como se describe para la determinacion de la composicion de la leche, y la
secrecion diaria de N por leche de calculé como el cociente entre la cantidad diaria (g/d)
de proteina secretada en leche y el factor 6,38 (NRC, 2001).

El valor bioldgico fue calculado de la forma sugerida por Bargo et al. (2002a) como el
cociente entre (N consumido — (N heces + N orina)) y (N consumido — N heces) x 100.

8.3.5 Produccion y composicion de la leche

La produccion de leche se determind en los dias 2 a 7 de cada periodo de mediciones en
los dos ordefies con lactdmetros manuales (Tru-test by Tru-test Limited, New Zeland).
Se colectaron muestras individuales de leche en los 4 ordefies consecutivos en los dias 4
y 5 de cada periodo de mediciones, utilizandose bronopol como conservante, para
posteriormente determinar el contenido de grasa, proteina, caseina total, lactosa y
nitrégeno ureico en leche por analisis de infra-rojo (model 2000, Bentley Instruments
Inc., Chaska, MN IDF, 2000). La produccion de leche corregida por grasa (LCG 3,5%)
se calculé de la forma descrita por Tyrrell and Reid (1965).

Adicionalmente se tomaron muestras de leche sin conservante las cuales fueron
conservadas a -20° C para la determinacion del perfil de acidos grasos en la leche. Para
el analisis del perfil, las muestras congeladas se descongelaron a temperatura ambiente
y la extraccion de la materia grasa se realizd de acuerdo a lo descrito por Feng et al.
(2004). Una alicuota de 50 mg de la grasa extraida fue disuelta en 100 pL de hexano,
seguido de una esterificacién con 100 uL de 2 N hidréxido de potasio en metanol para
la obtencion de FAME, luego fueron separados y cuantificados usando GC-MS (Agilent
7890A GC System, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA) equipado con una
columna 60-m (250-um i.d., 0,25-um film thickness; Thermo Scientific Inc., Marietta,
OH). Se utiliz6 Helio como gas portador a una velocidad de flujo de 1,0 mL/min. El
inyector de temperatura se fijo a 250°C. La temperatura al inicio de la columna se
mantuvo por 0,5 min (40°C), luego se incremento a 25°C/min hasta 175°C y se
mantuvo por 10 min, para luego incrementarse a una tasa de 5°C/min hasta 210°C,
permaneciendo a esa temperatura por 5 min. Finalmente se incremento 5°C/min hasta
230°C y se mantuvo a esa temperatura por 5 min.

Los acidos grasos fueron identificados comparando los tiempos de retencion con FAME
standars: 37 componentes FAME Mix (47885, Supelco, Bellefonte, PA), trans-11
octadienoico metil ester (46905-U, Supelco), y acido octadecadienoico metil ester
conjugado (05632, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y con la base del National Institute
of Standards and Technology (US Government library).
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El indice de A9-desaturasa y el indice de aterogenicidad fue calculado de la forma
descrita por Kelsey et al. (2003) y Ulbricht & Southgate (1991), respectivamente.

8.3.6 Determinacidn de metabolitos y hormonas en sangre

Durante el dia 11 de cada periodo de mediciones se obtuvieron las muestras de sangre
de cada vaca por veno-puncién de la vena coccigeaa las 0, 3, 6, 9, 12 y 15 horas (hora 0
= 0800 h). Se utilizaron tubos con fluoruro de potasio y EDTA (anticoagulante G®; Wiener
Laboratorios S.A.I.C., Rosario, Argentina) para la obtencion de plasma. Las muestras para
obtencion de plasma se centrifugaron (3000 rpm) inmediatamente de extraidas durante 15
minutos y el plasma una vez separado se congel6 a -18 °C para la posterior determinacion
de glucosa. También se utilizaron tubos sin anticoagulante para la obtencion de suero.
Dichas muestras se procesaron a las 6 horas de extraida la sangre y el suero se congel6 a -18
°C para la posterior determinacion de insulina y urea.

Glucosa y urea se determinaron por métodos colorimétricos usando kits comerciales
(BioSystems S.A., Costa Brava 30, Barcelona, Espafia). Para la glucosa, la concentracion
minima detectable del ensayo fue de 0,23 mg/dL y los coeficientes de variacién intraensayo
para los controles bajos (84,6 mg/dL) y altos (266,8 mg/dL) fueron 1,6 y 3,2 %,
respectivamente. Para la urea, la concentracion minima detectable del ensayo fue de 1,3
mg/dL y los coeficientes de variacion intraensayo para los controles bajos (31,6 mg/dL) y
altos (141,9 mg/dL) fueron 6,5y 7,0 % respectivamente. Las muestras de glucosa y urea se
analizaron por duplicado usando un espectrofotdmetro Unico 1200 series (United Products
& Instruments, Inc, NJ, EE.UU.).

Las concentraciones de insulina se determinaron utilizando el método de anélisis
inmunorradiomeétrico (IRMA), con un kit comercial (DIAsource Immuno Assays S.A,
Louvain-la-Neuve, Bélgica). La sensibilidad del ensayo fue de 1,7 pUI/mL, y los
coeficientes de variacion intraensayo para el control 1 (26,5 pUI/mL) y el control 2 (94,3
pUI/mL) fueron 8,5y 6,4 % respectivamente.

8.3.7 Eficiencia de utilizacion de materia seca, nitrégeno digestible y energia digestible
para produccién de leche.

La eficiencia bruta de utilizacion de la MS para produccion de leche fue calculada como
el cociente entre produccion total de leche (kg/dia) y el total de MS consumida (kg/dia).
La eficiencia de utilizacion del N digestible consumido se calculé de la manera sugerida
por Phoung et al. (2013) como el cociente entre N secretado en leche (gr/dia) y el total
de N digestible consumido (g/dia) x 100, mientras que la eficiencia de utilizacion de la
ED se calcul6 como el cociente entre el total de energia secretada en leche (Mcal/dia) y
la cantidad de ED total consumida (Mcal/dia) x 100 (Phoung et al., 2013). La ED fue
calculada con la férmula sugerida por el NRC (2001):

ED (Mcal/kg) = 0,04409 x NTD (%);
donde NTD son los nutrientes totales digestibles, calculados segun lo reportado por el

NRC (2001) para cada alimento utilizado en las dietas consumidas por cada vaca en
cada periodo.
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8.4 Composicién quimica de los alimentos.

Durante el periodo de medicion de consumo y digestibilidad (dias 2 a 9) de cada
periodo se colectaron muestras diarias de la RTM vy el FF ofrecido y rechazado por los
animales, que se utilizaron para confeccionar una muestra compuesta para cada periodo.
Las muestras compuestas fueron congeladas, luego secadas a estufa a 55°C y se
molieron en un molino con tamafio de malla de 1 mm. Previo a su analisis se determind
el contenido de MS, cenizas, MO (100-% cenizas), PB (N x 6,25) segin (AOAC, 1990),
nitrégeno insoluble en detergente neutro (Licitra et al., 1996), FND, FAD vy lignina
acido detergente de acuerdo con la técnica descrita por Robertson y Van Soest (1981),
usando un analizador de fibra Ankom220 (Ankom Technology Corp. Fairport, NY,
USA). Las concentraciones de EE fueron determinadas utilizando un equipo para la
extraccion de grasas (Goldfisch, Labconco 35001, Texas, USA) mediante un reflujo de
éter de petroleo a 180°C durante 3 h, de acuerdo con la técnica descrita por Nielsen
(2003). El contenido de AS siguiendo la técnica descrita por Yemm y Willis (1954). El
contenido de carbohidratos no fibrosos y de ENL de los alimentos se calculé de la
forma sugerida por el NRC (2001). Los andlisis realizados en heces (MS, cenizas, FND,
FAD) son los mismos que para los alimentos. Todas las muestras se analizaron por
triplicado, aceptando coeficientes de variacion entre analisis del 3 al 5 % segun el
pardmetro.

8.5 Analisis estadistico.

Los datos fueron analizados con la version 9.0 del software de SAS (SAS Institute Inc,
Cary, NC, EE.UU.). Los datos fueron sometidos inicialmente a un analisis para detectar
valores atipicos y para comprobar la normalidad de los residuales mediante
procedimientos univariantes (PROC UNIVARIATE).

Los datos de las variables con una medicion en cada periodo como consumo,
produccion y composicion de la leche, perfil de &cidos grasos (AG), balance de
nitrégeno, flujo de proteina microbiana, asi como las eficiencias de produccion de leche
se analizaron utilizando el procedimiento PROC MIXED de SAS (2002) de acuerdo al
modelo lineal mixto:

Yijkl =p+ Ci + Vj(Cl) + Pk + TI + €ijkl,

donde Y es la variable dependiente, C; es el efecto aleatorio del cuadrado, V;(Ci)
efecto variable de vaca dentro del cuadrado, Py efecto aleatorio del periodo, T, el efecto
fijo del tratamiento y ejj es el error residual.

Los datos de las variables con mediciones repetidas en el tiempo en cada periodo como
concentracion sanguinea de urea, glucosa e insulina se analizaron utilizando el
procedimiento PROC MIXED de SAS (2002) de acuerdo al modelo lineal mixto:

Yijim = K + Ci + Vj(Ci) + P + Ty + Hy + Ti X Hiy + €ijiam,
donde Yijum €s la variable dependiente, C; es el efecto aleatorio del cuadrado, V;(Ci)
efecto variable de vaca dentro del cuadrado, Py efecto aleatorio del periodo, T, el efecto

fijo del tratamiento, Hy, efecto fijo de la hora, T, x Hp, efecto fijo de la interaccion del
tratamiento x la hora y €jjum €s el error residual.
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Las medias de todos los parametros evaluados fueron comparadas mediante el test de
Tukey. Se aceptaron como diferencias significativas valores de P inferiores o iguales a
0,05 y como tendencia valores de P mayores a 0,05 y menores a 0,1.
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9. RESULTADOS
9.1 Consumo y digestibilidad.

En el cuadro 111 se presenta el consumo y la digestibilidad de la MS y MO. EI consumo
diario de MS y MO fue menor en el tratamiento RTM50 con respecto a RTM100 y
RTM75, no existiendo diferencias entre esto ultimos. Similar comportamiento se
observa cuando el CMS es expresado como porcentaje de PV, donde no hubo
diferencias entre RTM100 y RTM75, pero si entre RTM100 y RTM50. Se detect6 una
tendencia de que el CMS como % PV fuera mayor en RTM75 cuando se lo compara
con RTM50 (P<0,08).

Cuadro Il1. Consumo Yy digestibilidad de la materia seca y materia organica en vacas
lecheras de alta produccién alimentadas con diferentes proporciones de RTM y FF
(RTM100, RTM75, RTM50).

Tratamientos® p?
RTM100 RTM75 RTM50 EEM T

Consumo MS

RTM (kg/dia) 24,8 17,6 12,1° 0,84 <0,001
Forraje fresco (kg/dia) 0,0 7,0° 10,7° 0,29 <0,001
Total (kg/dia) 24,8 24,6 22,8° 094 0,018
Total (% del peso vivo) 4,3 4,3%x 40% 017 0,029
RTM (% en la dieta total) ~ 100,0° 71,3 529° 1,11 <0,001
FF (% en la dieta total) 0,0 28,7° 471° 1,11 <0,001
Consumo de MO (kg/dia) 23,0° 22,4° 20,4° 0,78 0,001

Consumo de MOD? (kg/dia) 17,8 17,4 160" 064 0,023
Digestibilidad aparente
MS (%) 77,7 78,0 782 049 0,778
MO (%) 77,2 77,9 785 0,62 0,366

ab) etras diferentes en un mismo renglon indican diferencias significativas, P <0,05.%Letras diferentes en un mismo
renglén indican tendencias, 0,05< P >0,1. Tratamientos: RTM100= 100% RTM; RTM75= 75%RTM + 25% FF;
RTM50= 50% RTM + 50% FF. 2P = Efecto de tratamiento. *MOD= Materia organica digestible. EEM: error estandar
de las medias.

La proporcidn de alimentos asignados en las dietas de las vacas se realizé en funcion de
los porcentajes correspondientes a cada tratamiento. Sin embargo la relacion RTM:FF
final incluido en ambos tratamientos que incluyen FF fue 71:29 para RTM75 y 53:47
para RTM50.

En relacion a la digestibilidad de la MS y MO ingerida, no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos.

9.2 Balance de nitrégeno.

En el cuadro IV se muestra el consumo y la excrecién de N en orina, heces y leche. El
consumo total de N fue mayor en ambos tratamientos con mayor porcentaje de RTM en
la dieta cuando se compara con RTM50. Ademas, se observO una tendencia a que
RTM100 tuviera mayor consumo total de N que RTM75 (P=0,087).
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Cuanto mayor es la proporcion de RTM en la dieta mayor es la cantidad de N en
excretas. EI mismo comportamiento se observé en la cantidad de N en orina, siendo
mayor el nivel de excrecion en RTM100, seguido por RTM75 y RTM50. Sin embargo,
no se observaron diferencias significativas en la cantidad de N en heces entre
tratamientos. La cantidad de N excretado por leche fue mayor en los tratamientos con
mayor porcentaje de RTM en la dieta con respecto a RTM50, quien presentd el menor
valor, mientras que RTM100 y RTM75 no difirieron entre si. El valor biologico del N
consumido no presentd diferencias entre tratamiento.

Cuadro IV. Consumo, particion y balance de N en vacas lecheras de alta produccion
alimentadas con diferentes combinaciones de RTM y FF (RTM100, RTM75, RTM50).
2

Tratamientos” P
RTM100 RTM75 RTM50 EEM T
Consumo de N, g/d 7154 6732 606,6° 26,18 <0,001
Excrecion de N, g/d
N en Leche 161,7° 159,6° 1482° 6,10 0,004
N en Orina 335,7° 309,3° 279,8° 13,71 <0,001
N en Heces 1445 137,5 134,5 7,16 0,276
N en Excretas 480,1° 446,7° 414,2° 13,23 <0,001
Balance N 73,6% 66,9° 442" 8,26 0,009
valor biolégico® % 40,8 41,6 40,8 503 0,971
N, % del CN
N en Leche 22,7 23,99 245 0,72 0,069
N en Orina 47,2 46,5 46,0 151 0,771
N en Heces 20,2 20,4 22,3 158 0,174
N en Excretas 67,4 66,8 68,3 2,43 0,819
N Retenido 9,9 9,3 7,2 191 0,428

Pl etras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas, P <0,05.%Letras
diferentes en una misma fila indican tendencias, 0,05< P >0,1 . *Tratamientos: RTM100=
100% RTM; RTM75= 75%RTM + 25% FF; RTM50= 50% RTM + 50% FF. 2P = Efecto de
tratamiento.3Valor biolégico=[(N consumido — (N heces + N orina)) / (N consumido — N
heces)] x 100. CN= Consumo de N. EEM: error estandar de las medias.

El balance de N fue positivo para los tres tratamientos, siendo mayor para los
tratamientos RTM100 y RTM75 comparados con RTM50, y no se encontraron
diferencias estadisticas entre RTM100 y RTM75.

Con respecto a la excrecion de N en leche, orina y heces como porcentaje del N
consumido (Cuadro 1V), se observa que no hubo diferencias entre tratamientos tanto
para N en orina, N en heces, ni para N en excretas, sin embargo para N en leche se
observa una tendencia a que en RTM100 es menor que en RTM50 (P=0,069), mientras
que el tratamiento RTM75 no tuvo diferencias ni con RTM100 ni con RTMS50.
Finalmente, el N retenido como porcentaje del N consumido no present6 diferencias
estadisticas entre tratamientos.

9.3 Derivados puricos y flujo de N microbiano a duodeno.
Como se muestra en el cuadro V, la concentracion total de DP en orina no presento

diferencias entre tratamientos, sin embargo si se observan diferencias en la produccién
diaria total de DP (mmol/d), siendo para RTM100 y RTM75 mayor que para RTM50,
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no observandose diferencias entre estos. Tanto la concentracién de alanina y acido Urico
como la de creatinina no presentaron diferencias entre tratamientos. La relacion
DP:creatinina fue menor en RTM50 con respecto a RTM100 y RTMT75, pero no se
observaron diferencias entre RTM100 y RTM75.

El flujo de N microbiano fue menor en el tratamiento RTM50, pero no difirié entre los
tratamientos RTM100 y RTM75. No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos para la eficiencia de utilizacion del N para sintesis de N microbiano (EUN-
NM).

Cuadro V. Produccion de derivados pdricos en orina y flujo de proteina microbiana a
duodeno en vacas lecheras de alta produccion alimentadas con diferentes combinaciones
de RTM y FF (RTM100, RTM75, RTM50).

Tratamientos” p°
Item RTM100 RTM75 RTM50 EEM T
Creatinina, mM 8,4 8,8 9,0 0,46 0,503
Alantoina, mM 22,1 211 19,4 1,11 0,134
Acido arico, mM 2,1 2,3 2,2 0,18 0,383
DP, mM 24,2 23,4 21,6 1,13 0,166
DP:Creatinina 2,9° 2,7°  24° 0,09 0,009
DP, mmol/d 424.4*  392,7° 359,2° 14,63 0,026
N Microbiano, g/d 286,1*  2615° 233,6° 11,42 0,028
EUN-NM 0,40 0,39 0,39 0,02 0,872
EUMOD 16,0 15,3 14,8 0,73 0,440

P etras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas, P <0,05. Tratamientos:
RTM100= 100% RTM; RTM75= 75%RTM + 25% FF; RTM50= 50% RTM + 50% FF. P = Efecto
de tratamiento. EUN-NM: Eficiencia de utilizacion del N ingerido para N microbiano (EUN=g de N
microbiano/d / g Consumo de N/d).EUMOD: eficiencia de utilizacion de la MO digestible
parasintesis de N microbiano (EUMOD= g de N microbiano/d / g Consumo de MO Digestible/d)
EEM: error estandar de las medias.

9.4 Produccién y composicion de la leche.

La produccion y composicion de la leche se describe en el cuadro V1. Se observa que la
produccion de leche fue mayor en los tratamientos RTM100 y RTM75 respecto a
RTM50, mientras que no se detectd diferencias entre RTM100 y RTM75. Tanto la
produccion de leche corregida por grasa fue menor en el tratamiento RTM50 comparado
con RTM100 y RTM75, y no se observaron diferencias entre RTM100 y RTM75.

Con respecto a la composicion de la leche, cuando esta fue medida como porcentaje,
tanto para la grasa como para proteina no se observaron diferencias significativas entre
los tres tratamientos. Sin embargo para la lactosa (P=0,070), se observa que existe
tendencia de que RTM75 sea mayor que RTM50, no observandose diferencias entre
RTM100 y RTM75 ni entre RTM100 y RTM50.

Cuando los solidos son expresados en kg/d, tanto para la grasa como para proteina y
lactosa, se observa que la produccion fue mayor en los tratamientos RTM100 y RTM75
con respecto a RTM50, mientras que entre RTM100 y RTM75 no se observaron
diferencias. En el caso del MUN, el tratamiento RTM50 fue el que presenté menor nivel
que RTM100 y RTMY75, observdndose una diferencia de 4,2 y 2,3 mg/dl
respectivamente.
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Cuadro VI. Produccién y composicién de leche de vacas lecheras de alta produccion
alimentadas con diferentes proporciones de RTM y FF (RTM100, RTM75, RTM50).

Tratamientos p2
TMR100 TMR75 TMR50 EEM T
Leche, kg/d 31,0° 30,0° 27,9° 1,02 <0,001
LCG 3,5%? kg/d 33,9 330° 303" 143 <0,001
Grasa
% 411 4,14 4,06 0,14 0,746
kg/d 1,26 1,244 1,13° 0,06 <0,001
Proteina
% 3,37 3,40 3,39 0,08 0,620
kg/d 1,04 1,022 0,94 0,04 <0,001
Lactosa
% 475Y 478 474 0,02 0,070
kg/d 1,46 1,43  1,32° 005 <0,001
MUN, mg/dl 24,7 228 205" 1,83 <0,001
Caseina Total
% 2,44 2,49 2,47 0,08 0,394
kg/d 0,76 0,73 068" 0,04 <0,001
Caseina/Proteina 0,73 0,72 0,72 0,01 0,684

4P etras diferentes en un mismo renglén indican diferencias significativas (P< 0,05). “Letras
diferentes en un mismo renglén indican tendencias, 0,05< P >0,1. *Tratamientos: RTM100=
100% RTM; RTM75= 75%RTM + 25% FF; RTM50= 50% RTM + 50% FF.2P= Efecto de
tratamiento. >2LCG 3,5%= 0,4324 x leche (kg) + 16,218 x Grasa (kg), de acuerdo con Tyrrell
and Reid (1965). > MUN = Nitrégeno ureico en leche. EEM: Error estandar de las medias.

El nivel de caseina total no difirié entre tratamientos cuando es expresado como
porcentaje, mientras que cuando se expresa en kg/d la mayor produccion se observa en
los tratamientos RTM100 y RTM75 respecto de RTM50, no habiéndose detectado
diferencias entra RTM100 y RTM75. La relacion casina:proteina no presento
diferencias entre tratamientos, representando la caseina en promedio el 72% de las
proteinas de la leche.

9.5 Perfil de acidos grasos e indice de aterogenicidad.

El perfil de AG de la leche se muestra en el cuadro VII. Se observa que no hubo
diferencias entre tratamientos para la mayoria de los AG analizados a excepcion del
Palmitico, Vaccénico, Rumeénico, Linoleico y Linolénico.

El tratamiento con mayor contenido de FF (RTM50) tuvo mayor contenido de AG
Linolénico (18:3 cis-9, cis-12, cis-15, L1), Vaccénico (18:1 trans-11, VA) y Ruménico
(18:2 cis-9, trans-11, RU) que RTM100 (P<0,001). A su vez, el contenido de LI y VA
fue mayor en RTM75 que en RTM100 (P<0,001). En el caso del RU se observa una
tendencia a que RTM75 presente mayor contenido que RTM100 (P=0,09). Con respecto
al Linoleico (18:2 cis-9, cis-12, LN) el mayor contenido se observo en el tratamiento
RTM100, seguido por RTM75 mientras que en RTM50 fue donde hubo menor
contenido.
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Cuadro VII. Perfil de acidos grasos de la leche de vacas lecheras de alta produccion
alimentadas con diferentes proporciones de RTM y FF (RTM100, RTM75, RTM50).

Tratamientos P’

item RTM100 RTM75 RTM50 EEM T
Contenido de &cidos grasos (g / 100 g del total de acidos grasos)

4:0 (Butirico) 2,16 2,15 1,98 0,14 0,577
6:0 (Capronico) 2,17 2,16 1,98 0,12 0,368
8:0 (Caprilico) 1,71 1,71 1,55 0,10 0,131
10:0 (Céprico) 4,11 4,10 3,82 0,31 0,249
10:1 trans-4 (Trans Decanoico) 0,45 0,44 0,43 0,02 0,821
11:0 (Undecanoico) 0,08 0,08 0,08 0,01 0,888
12:0 (Laurico) 4,98" 4,877 4,50 0,33 0,052
13:0 (Tridecanoico) 0,13 0,12 0,11 0,01 0,338
14:0 (Miristico) 13,21 13,28 13 0,49 0,472
14:1 Cis-9 (Miristoleico) 151 1,46 1,54 0,11 0,666
15:0 (Pentadecanoico) 1,38 1,35 1,40 0,10 0,741
16:0 (Palmitico) 36,10°  3427° 3443 0,73 <0,001
16:1 Cis-9 (Palmitoleico) 2,39 2,33 2,44 0,22 0,572
17:0 (Margérico) 0,54 0,54 0,53 0,03 0,939
17:1 Cis-10 (Cis Heptadecanoico) 0,18 0,19 0,19 0,02 0,761
18:0 (Esteérico) 7,98 8,73¥ 8,77 0,54 0,072
18:1 trans-9 (Elaidico) 0,26 0,28 0,30 0,02 0,282
18:1 trans-11 (Vacceénico) 0,97° 1,44°  1,88° 0,16  <0,001
18:1 cis-9 (Oleico) 16,88 17,64 18,03 1,00 0,199
18:2 cis-9, cis-12 (Linoleico) 2,11° 1,76°  1,52° 0,11 <0,001
18:2 cis-9, trans-11 (Ruménico) 0,40 0,60 0,88 0,10 <0,001
18:3 cis-9, cis-12, cis-15 (Linolénico) 0,25 0,38"  0,48° 0,04 <0,001
20:0 (Araquidico) 0,08 0,07 0,07 0,01 0,541
20:1 Cis-11 (Cis Eicosanoico) 0,07 0,06 0,06 0,01 0,722

D etras diferentes en un mismo renglén indican diferencias significativas (P< 0,05). ¥Letras diferentes en
un mismo renglén indican tendencias, 0,05< P >0,1. 'Tratamientos: RTM100= 100% RTM; RTM75=
75%RTM + 25% FF; RTM50= 50% RTM + 50% FF.2P= Efecto de tratamiento. EEM: Error estandar de las
medias.

En el cuadro VIII se muestra el grado de saturacion de la grasa lactea, el origen de los
AG vy los principales indices relacionados. El total de AG saturados (g/100g de AG) fue
mayor en RTM100 respecto de RTM50, mientras que no se observaron diferencias entre
RTM100 y RTM75, ni entre RTM75 y RTM50. Coincidentemente, se observo que el
contenido de AG insaturados fue mayor en RTM50 respecto a RTM100, no
detectdndose diferencias entre RTM100 y RTM75 ni entre RTM75 y RTM50.

En contenido de AG mono-insaturados (AGMI) fue mayor en RTM50 respecto a
RTM100, mientras que RTM75 no difiri6 de RTM100 ni de RTM50. Con respecto a los
AG poli-insaturados (AGPI) no se observaron diferencias entre tratamientos. Se observo
una tendencia a que la relacion entre AG Saturados:Insaturados fuera menor en RTM50
que en RTM100, sin embargo no hubo diferencias tanto entre RTM100 y RTM75, ni
entre RTM75 y RTM50.
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Cuadro VIII. Saturacion, origen e indice de aterogenicidad de la grasa de la leche de
vacas lecheras de alta produccion alimentadas con diferentes proporciones de RTM y
FF (RTM100, RTM75, RTM50).

Tratamientos® p?
item RTM100 RTM75 RTM50 EEM T
9/100 g del total de acidos grasos
Saturados 74,42* 73,42 72,21 123 0,049
AGMI 22,82 23.84" 2491 114 0,031
AGPI 2,75 2,74 2,88 1,17 0,617
Insaturados 25,58* 26,58 27,79 1,23 0,049
Saturados / insaturados 2,93 2,80Y 263 017 0,052
Sumatoria segun origen
De novo (4:0-15:0) 31,96 31,72 30,39 1,38 0,195
Origen Mixto (16:0+16:1) 38,48  36,60° 36,87° 0,84 0,002
Preformados (>17:0) 29,55 31,68 32,74 136 0,031
Indices y relaciones
Relacion n-6:n-3 9,15*  4,80° 3,31° 045 <0,001
indice de aterogenicidad? 373  352® 331" 024 0,038
A°— Indice de Desaturasa 0,27 0,28 0,28 011 0,132

3D etras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P< 0,05). “Letras diferentes en una
misma fila indican tendencias, 0,05< P >0,1. *Tratamientos: RTM100= 100% RTM; RTM75= 75%RTM +
25% FF; RTM50= 50% RTM + 50% FF. 2P= Efecto de tratamiento. *Calculado segtin Ulbricht y Southgate
(1991). EEM: Error estandar de las medias. AGMI: Acidos grasos monoinsaturados. AGPI: Acidos grasos
poliinsaturados.

Con respecto al origen los AG presentes en la leche, se observd que no hubo diferencias
entre tratamientos de los AG sintetizados de novo en la glandula mamaria. RTM50
presentd mayor contenido de AG preformados respecto a RTM100, mientras que no se
detectaron diferencias entre RTM100 y RTM75, ni entre RTM75 y RTM50. Con
respecto al contenido de AG que presentan un origen mixto, el tratamiento RTM100 fue
quien presentd mayor contenido, mientras que no se observaron diferencias entre
RTM75 y RTM50.

La relacion n-6:n-3 fue diferente para los tres tratamientos siendo mayor en RTM100 y
menor en RTM50, presentando RTM75 un valor intermedio entre estos. El indice A® —
desaturasa no presentd diferencias entre tratamientos. El indice de aterogenicidad fue
mayor en RTM100 respecto a RTM50, mientras que no se detectaron diferencias tanto
entre RTM100 y RTM75, como entre RTM75 y RTM50.

9.6 Metabolitos y hormonas sanguineas.

Para la urea en sangre (figura 2) se observaron diferencias entre tratamientos siendo
RTM100 mayor que RTM75, y en RTM75 mayor que RTM50 (P<0,001), siendo los
valores promedios (mg/dL) 15,68; 10,87 y 8,96, respectivamente (EEM=1,32). No se
detecto interaccion significativa tratamiento-hora, pero si se observo un efecto hora
(P<0,001), siendo los valores sanguineos de urea promedio (mg/dL) 12,5; 14,1; 12,5;
10,9; 10,9y 10,1 ala hora 0; 3; 6; 9; 12 y 15 respectivamente (EEM= 1,33). Las vacas
de todos los tratamientos aumentaron la uremia hacia la hora 3 post inicio de la ingesta,
luego se produce un descenso hasta la hora 9, realizando un segundo ascenso de la
uremia hacia la hora 12 post inicio de la ingesta.
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Figura 2. Nivel de urea en sangre de vacas Holando alimentadas con diferentes
proporciones de RTM y FF (RTM100, RTM75, RTM50) (media + error estandar de
la media). RTM100 = 100% RTM, RTM75 = 75% RTM + 25% forraje fresco, RTM 50
=50% RTM + 50% forraje fresco.- » = RTM75 y RTM50 comienzan con ingesta de
forraje fresco.- - -+ = RTM75 retoman la ingesta de RTM.— = RTM50 retoman la
ingesta de RTM.

En la figura 3 se muestra la dinamica de la glucosa en sangre de vacas en funcion del
tratamiento asignado. Para la misma se detectd efecto del tratamiento (P=0,012), donde
la media fue superior para el tratamiento RTM100 respecto de RTM50 (66,32 y 62,27
mg/dL respectivamente EEM=1,96), mientras que no hubo deferencias entre RTM100 y
RTM75 (64,41 mg/dL) y RTM75 y RTM50. No se detectd efecto para la hora, ni
interaccion del tratamiento por hora.

Con respecto a la insulinemia (figura 4), no se detecté efecto del tratamiento, siendo los
valores promedio para RTM100, RTM75 y RTM50 de 26,71; 25,85 y 24,42 pUl/ml
respectivamente (EEM=3,06). Tampoco se detectd interaccion del tratamiento por la
hora, pero hubo efecto de la hora (P<0,001), siendo los valores promedios para cada
hora de 21,6; 24,1; 24,6; 27,0; 31,3 y 25,4 pUl/ml para la hora O, 3, 6, 9, 12 y 15
respectivamente (EEM=3,15). EI nivel de insulinemia comienza en el valor méas bajo
del dia a la hora O en los tres tratamientos para ir aumentando a medida que avanzan las
horas, alcanzando el valor mas alto cercano a la hora 12 post inicio de la ingesta.
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Figura 3. Nivel de glucosa en sangre de vacas alimentadas con diferentes
proporciones de RTM y FF (RTM100, RTM75, RTM50). (Media + error estandar de
la media). RTM100 = 100% RTM, RTM75 = 75% RTM + 25% forraje fresco, RTM 50
= 50% RTM + 50% forraje fresco. - » = RTM75 y RTM50 comienzan con ingesta
de forraje fresco. ----+ = RTM75 retoman la ingesta de RTM. —» = RTM50
retoman la ingesta de RTM.
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Figura 4. Nivel de insulina en sangre de vacas alimentadas con diferentes
proporciones de RTM y FF (RTM100, RTM75, RTM50). (Media * error estandar de
la media). RTM100 = 100% RTM, RTM75 = 75% RTM + 25% forraje fresco, RTM 50
=50% RTM + 50% forraje fresco. - » = RTM75 y RTM50 comienzan con ingesta de
forraje fresco. ----»=RTMT75 retoman la ingesta de RTM. — = RTM50 retoman
la ingesta de RTM.
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9.7 Eficiencia de utilizacién de MS, de utilizacion del N y de utilizacion de la energia.

En relacion a la eficiencia de utilizacion de la MS (EUMS), tal como se muestra en el
cuadro IX, no se detecto efecto del tratamiento, siendo necesario el consumo promedio
de 0,81 kg de MS para producir un kg de leche.

Cuadro IX. Eficiencias de utilizacion de la MS, N digestible y E digestible en vacas
lecheras de alta produccién alimentadas con diferentes proporciones de RTM y FF
(RTM100, RTM75, RTM50).

Tratamientos® p2

RTM100 RTM75 RTM50 EEM T
EUMS, kgMS/kg leche 0,80 0,81 0,82 0,03 0,694
EUND?, % 28,6°  30,0® 316" 153 0,009
EUED®, % 208°  315% 322° 115 0,040

ab) etras diferentes en un mismo rengléon indican diferencias significativas, P <0,05. Tratamientos:
RTM100= 100% RTM; RTM75= 75%RTM + 25% FF; RTM50= 50% RTM + 50% FF. 2P= Efecto de
tratamiento. 3Se calculé segin la féormula EUND = (g de N secretados en leche)/(g de N digestible
ingeridos)x100 y EUED= (Mcal secretadas en leche)/(Mcal de E digestible ingeridas)x 100 (Phuong y col.,
2013). EUMS: Eficiencia de utilizacion de MS. EUND: Eficiencia de utilizaciéon del N digestible. EUED:
Eficiencia de utilizacion de la Energia digestible.EEM: Error estandar de las medias.

La EUND present6 efecto del tratamiento, donde la mayor eficiencia la presentd el
tratamiento RTM50, siendo un 3 % superior que RTM100, mientras que no hubo
diferencias entre RTM100 y RTM75, ni entre RTM75 y RTM50. Similar resultado se
observé con la EUED, para la cual también se detecté efecto para el tratamiento y la
mayor eficiencia la presento el tratamiento RTM50, superando en un 2,4% a RTM100.
No se observaron diferencias entre RTM100 y RTM75, ni entre RTM75 y RTM50
(cuadro IX).
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10. DISCUSION

Los valores de composicion quimica de las dietas utilizadas son coherentes con los
porcentajes de inclusion de FF y RTM en cada tratamiento. Antes de comenzar con el
analisis de los resultados es importante destacar que la pastura utilizada durante el
experimento presentd valores de MS y PB promedio que no alcanzaron a los valores
promedios definidos por Bargo et al. (2003) para pasturas de buena calidad (18 a 24%
de MS, 18 a 25% de PB, 40 a 45% de FND y de 1,53 a 1,67 Mcal/kgMS de ENL). Esto
podria haber estado determinado por la baja fertilizacion nitrogenada de la pastura al
momento de la siembra e implantacion. Por otra parte, el porcentaje de MS de la RTM
utilizada (38% = 1,8) fue inferior al % alcanzado por las RTM utilizadas en los trabajos
revisados en el marco tedrico, los cuales alcanzan valores que rondan el 50% de MS.
Esto esta explicado en parte, por el bajo porcentaje de MS que presento el silo de maiz
utilizado (23,1%= 1,5) y a que no se incluyé en la RTM silo ni heno de pasturas.

El porcentaje de FND y FND efectiva calculados para las diferentes dietas completas
estuvieron por encima de las recomendaciones minimas para bovinos de estas
caracteristicas segin NRC, (2001). Asimismo, los contenidos de CNF sugieren una
buena disponibilidad de carbohidratos de facil fermentacién en rumen. La concentracion
de PB de la dieta total de los tres tratamientos estuvo por encima de los requerimientos
para vacas lecheras de las caracteristicas anteriormente mencionadas. Son varios los
autores que mencionan que en vacas de alta produccion aumentar el tenor de PB en
racion de 16 a 17% e incluso hasta 20% no genera aumentos significativos en el nivel de
produccion de leche (Broderick, 2003; Leonardi et al., 2003; Ipharraguerre & Clark,
2005; Reynal & Broderick, 2005; Groff & Wu, 2005; Olmos Colmenero & Broderick,
2006).

La disminucion del consumo total de MS y MO a medida que aumenta el porcentaje de
FF en la dieta coincide con lo reportado por varios autores (Bargo et al., 2002; Mendoza
et al., 2016, Kolver & Muller, 1998; Vibart et al., 2008). Sin embargo esta disminucion
es menos acusada e incluso inexistente cuando el FF ocup6 aproximadamente un 29%
de la dieta total, lo que coincide con lo reportado por Vibart et al. (2008), Morales-
Almaréz et al. (2010) y Soriano et al. (2001). Esto podria estar explicado por el
consumo de FND, el cual solamente presentd diferencias entre tratamientos extremos
(10,2 vs 9,4 kg/dia para RTM100 y RTM50 respectivamente. EEM= 1,81 segln lo
reportado por Pomiés (2014) para este mismo experimento), ya que la FND es uno de
los principales factores que regulan el consumo de los animales (Van Soest, 1994;
Forbes, 1996; Allen, 1999). En el presente trabajo, los animales parecen haber
consumido hasta lograr un consumo constante de FND total ya que no se observaron
diferencias entre tratamientos, siendo el consumo promedio de FND el 41% del total de
la MS ingerida (Pomiés, 2014). Otro de los factores que pueden jugar un papel
importante en la regulacion del consumo es el nivel y proporcién de AGV en rumen. En
este trabajo no parecen haber sido determinantes, ya que no se observaron diferencias en
el nivel de AGV total en rumen (mmol/L) ni en particular para el acético, propiénico y
butirico (Pomiés, 2014).

Tanto el consumo de MO como de MO digestible (MOD) son coherentes con los
resultados de consumo de MS y con la ausencia de diferencias en la digestibilidad
aparente de la MO, aunque hubiera sido esperable que la dieta RTM100 presentara una
mayor digestibilidad de la MO, ya que usualmente los concentrados presentan mayor
digestibilidad de la MO que los forrajes (Bargo et al. 2003; Dixon & Stockdale, 1999).

44



El menor consumo de N se observo en el tratamiento RTM50. Si bien hubiera sido
I6gico que el mayor consumo de N se observara en RTM50, ya que el porcentaje de PB
de las pasturas de alta calidad (habitualmente entre 18 y 25% como ya se menciono) es
mas elevado que el de una RTM correctamente formulada para cubrir los
requerimientos de las vacas lecheras de alta produccion, este resultado estd en
concordancia con el consumo de MS y con el porcentaje de PB de las dietas totales.
Este menor porcentaje de PB en las dietas que incluyen FF (17,1 y 16,6% para RTM75
y RTM50 respectivamente) podria explicarse por el bajo porcentaje de PB de la pastura
utilizada. Este resultado es coincidente con el obtenido por Vibart et al., 2008, quienes
utilizaron también Raigrds, pero en un estado avanzado de madurez, con
aproximadamente 14 % de PB, quienes observaron un menor consumo de N en los
tratamientos con mayor nivel de inclusion de pastura. También Mendoza et al. (2016)
observaron un mayor consumo de N en los tratamientos con menor nivel de consumo de
FF.

La mayor excrecion de N urinario en RTM100 podria estar explicado por el consumo de
N alcanzado por los animales en ese tratamiento y probablemente por la cantidad de
proteina degradable disponible a nivel ruminal en los diferentes tratamientos, dado que
posiblemente la harina de soja constituyente de la RTM tuviera una mayor cantidad de
proteina degradable a nivel ruminal que lo esperado. Este hecho es consistente con el
porcentaje de NDIN observado en la harina de soja utilizada (1,4 £ 0,1%), porcentaje
bastante inferior a los esperado para dicho alimento (5,0 % segln Sniffen et al., 1992).
La ausencia de diferencias significativas entre tratamientos en la cantidad de N
excretado por heces, a pesar de las diferencias observadas en el consumo de N entre
RTM50 vy los restantes dos tratamientos (RTM75 y RTM100), podria estar explicada
por la alta digestibilidad de la proteina consumida en la dieta en los tres tratamientos, la
cual alcanzo el 78,9 % + 2,02 (datos de Pomiés, 2014 sobre este mismo experimento) y
a que segun Van Soest et al. (1994) la excrecion de N por las heces representa el 0,6%
del total de la MS consumida, que si bien se observaron diferencias entre tratamientos,
tal vez esta diferencia no fue suficiente para observar una mayor excrecion de N fecal.

El mayor N excretado por leche en RTM100 y RTM75 es consistente con los mayores
consumos de MS y ENL (40,2 vs 36,5 Mcal/dia. EEM = 1,52 reportado por Pomiés,
2014) observados en cada tratamiento. Este resultado coincide con los resultados
obtenidos por Kolver & Muller (1998), Bargo et al. (2002), Vibart et al. (2008) cuando
utilizé una pastura en estado avanzado de madurez, y Mendoza et al. (2016), quienes
también observaron mayor excrecion de N en leche en los tratamientos con mayores
niveles de RTM en la dieta.

Con respecto al balance de N, fue positivo en los tres tratamientos, lo cual es consistente
con los dias en lactancia de las vacas utilizadas, ya que el periodo de mayor
movilizacién de tejidos y reservas trascurrid en una etapa anterior al desarrollo del
experimento. EI mayor balance de N en los tratamiento RTM100 y RTM75 respecto a
RTM50 es coincidente con la mayor ingesta de RTM en esos tratamientos, ya que
probablemente se ingirieran mayor cantidad de sustratos glucogénicos, permitiendo que
una mayor proporcion de aminoacidos no tomen la ruta neoglucogénica y queden
disponibles para la sintesis proteica (Kozloski, 2011).

El flujo de N de origen microbiano al duodeno, como reflejo de la sintesis de proteina
microbiana a nivel ruminal, fue mayor en RTM100 y RTM75 lo cual es coincidente con
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los mayores consumos de MS, MO, MOD y N, asi como también de ENL reportados
por Pomies (2014) para estos tratamientos. En este sentido, Clark et al. (1992) afirman
que cuando el N en rumen no es limitante, la sintesis de proteina microbiana esta
fuertemente relacionada al consumo de MO y a la proporcién de ésta que es fermentada
en rumen. Otra explicacion de estos resultados podria ser que las RTM proveen una
fuente sincronizada de sustratos para una dptima sintesis de proteina microbiana a nivel
ruminal. Un factor que juega un papel determinante en la sintesis de proteina
microbiana a nivel ruminal es el pH, pero en este trabajo no se observaron diferencias
de valores de pH entre tratamientos (Pomiés, 2014), y ademas el promedio (6,06 + 0,04)
se mantuvo por encima del valor critico (6,0) a partir del cual se observa una reduccién
de la MOD vy se veria comprometido el 6ptimo nivel de sintesis de proteina microbiana
(Calsamiglia et al., 2008). Bargo et al. (2002a) reportan que la sintesis de proteina
microbiana a nivel ruminal no se vio afectada por los diferentes sistemas de
alimentacion, aunque este autor estimo dicha sintesis a partir de la relacion
alantoina/creatinina, atribuyéndole parte de la ausencia de diferencias a la falta de
sensibilidad de la técnica.

En estudios in vitro, en sistemas de rumenes artificiales de flujo continuo, Vibart et al.
(2010), observaron de manera contraria a nuestros resultados, que a mayor proporcion
de pastura en la dieta, tanto la concentracion de N proveniente de células microbianas
como la cantidad de células microbianas aumenta. Sin embargo, Soder et al. (2013) no
reportaron diferencias en el flujo de N microbiano al duodeno cuando compararon una
dieta solamente a base de pasturas contra una dieta solamente a base de RTM. Vale
comentar que en ambos trabajos las caracteristicas relacionadas a la composicion
quimica del FF era superior en la mayoria de los aspectos a la de las RTM utilizadas.

A pesar de que los mayores flujos de N microbiano a duodeno en RTM100 y RTM75
sugieren que se podrian lograr mejores eficiencias de utilizacién de N para sintesis de
proteina microbiana cuando se utiliza en la alimentacién de vaca lechera solamente una
RTM, respecto a pastura de alta calidad o una combinacion de ambas, no se observaron
diferencias entre tratamientos en la eficiencia de utilizacion del N de la dieta, ni de la
MOD para la sintesis de N microbiano. Similares resultados se observaron en trabajos
previos realizados por investigadores de nuestro grupo, que evaluaron la eficiencia de
flujo de N microbiano en rumiantes alimentados con pastura templadas de alta calidad o
pastura mas suplementacién con concentrados (Tebot et al., 2012; Aguerre et al., 2013).

La produccién de leche alcanzada por los tratamientos con mayor porcentaje de RTM
en la dieta (RTM100 y RTM75) fue aproximadamente un 8,5% superior que en
RTM50. Este resultado es reflejo del mayor consumo de nutrientes, ya que ambos
tratamientos consumieron dietas con mayor porcentaje de concentrados, lo que
repercutio en dietas con mayor aporte energético que la dieta con mayor porcentaje de
FF (RTM50). Estos resultados son consistentes con los reportado por varios autores
(Kolver & Muller, 1998; Soriano et al., 2001; NRC, 2001; Bargo et al., 2002b; Vibart et
al., 2008; Mendoza et al., 2016), quienes mencionan que la produccion leche a base de
pasturas podria estar limitando el potencial productivo, principalmente por los bajos
consumos alcanzados y a la baja concentracion energética de los mismos.

La mayor produccién de solidos (grasa, proteinas y caseina total) en RTM100 y
RTM75, se explica por la mayor produccién de leche alcanzada en estos dos
tratamientos respecto de RTM50, ya que a nivel composicional no se observan
diferencias en los porcentajes para ninguno de estos tres componentes. La mayor
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produccion de grasa en los tratamientos con mayor porcentaje de RTM estad en
concordancia con lo reportado por varios autores (Bargo et al., 2002b; Mendoza et al.,
2016; Morales-Almaraz et al., 2010; Kolver & Muller, 1998; Schroeder et al, 2005;
Schroeder et al., 2003), sin embargo Vibart et al. (2008) y Soriano et al. (2001), no
observaron diferencias aun cuando la pastura ocupaba mas del 30% de la dieta total.
Asimismo la mayor produccion de grasa es coherente con los mayores consumos de
MS, ENL y FND alcanzados en esos tratamientos. No se observaron diferencias en el
pH ruminal, asi como tampoco tanto en la concentracion de acido acético a nivel
ruminal entre los tres tratamientos (Pomiés, 2014); es sabido que el &cido acético es un
precursor de la sintesis de grasa lactea y que si tanto el nivel de FDN o el pH estan por
debajo de los niveles 6ptimos, se generan una mayor proporcion de AG trans a nivel
ruminal quienes determinan una inhibicién de la sintesis de grasa en la glandula
mamaria (Bauman et al., 2008). A pesar de que RTM100 y RTM75 son los tratamientos
en los que hubo mayor consumo de concentrados, se logré mantener los niveles
aceptables de produccion de grasa, ya que la dieta total tenia niveles de FND superiores
al 30% (nivel recomendado por el NRC, 2001) y un pH ruminal mas estable (Pomiés,
2014); esto pudo haberse logrado en parte por la adicion de sustancias buffer
(bicarbonato de sodio) y alcalinizantes (6xido de magnesio) a la dieta.

La produccion de proteinas en leche fue un 8,7% superior en RTM100 y RTM75
respecto a RTM50, lo que seria atribuible a la mayor produccién de leche observada en
estos tratamientos, debido al mayor consumo de MS y ENL, lo que dejaria disponible
una mayor cantidad de aminoacidos para que ingresen en la via de la sintesis de proteina
lactea a nivel de la glandula mamaria. Este resultado es coincidente con lo reportado por
varios autores (Bargo et al., 2002b; Mendoza et al., 2016; Schroeder et al., 2005;
Kolver & Muller, 1998 y Vibart et al., 2008) utilizando pastura en avanzado estado de
madurez. Sin embargo Morales-Almaraz et al. (2010), Soriano et al. (2001), Vibart et
al. (2008) en el experimento 1, y Schroeder et al. (2003) no observaron diferencias en
produccidn de proteinas en leche en los diferentes tratamientos. A nivel composicional,
en su mayoria, estos autores no observaron diferencias entre tratamientos respecto a la
composicion, cuando la proteina es expresada como porcentaje al igual que en nuestro
trabajo, salvo Kolver & Muller (1998), Schroeder et al. (2005) y Vibart et al. (2008) en
el experimento 1, quienes observaron que a mayor porcentaje de pastura en la dieta
menor es el porcentaje de proteina en la leche.

Los resultados obtenidos para produccion de caseinas totales en leche estan en acuerdo
con los obtenidos para la produccion de proteinas, ya que las caseinas constituyen la
fraccion mas importante de las materias nitrogenadas en la leche (Farrell et al., 2004), y
en nuestro estudio las caseinas representaron en promedio el 72,3% de la proteina total
sin diferencias entre tratamientos (EEM = 0,01). Estos resultados son coincidentes con
los reportados por Mendoza et al. (2016) quienes observaron una mayor produccion
total de caseinas en los tratamientos con mayor produccion de leche y de proteinas pero
no encontraron diferencias en la relacion caseina:proteina, la cual fue en promedio 76%
para los 3 tratamientos.

La mayor produccion de lactosa en la RTM100 y RTM75 también esta explicada por la
mayor produccion de leche en estos tratamientos. Asimismo, la lactosa es el
componente de la leche que es menos modificable a través de cambios en la dieta de los
animales (Sutton, 1989) y ademéas debido a su importante accion osmo-reguladora
estaria jugando un importante papel en la determinacion del volumen de leche
producido (Jensen, 1995). Estos resultados coinciden en parte con los reportados por
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Mendoza et al. (2016), quienes observaron una tendencia a que el tratamiento con 4 h
de acceso a FF tuviera mayor produccion de lactosa que el tratamiento con 8 h de
acceso a FF.

El perfil de AG de la leche presentd caracteristicas mas saludables para los
consumidores en RTM50, debido a que en este tratamiento fue donde se observo mayor
contenido de AG linolénico, vaccénico y rumenico, este Ultimo con propiedades
nutraceuticas entre las cuales podrian reducir la incidencia de cancer (Elgersma et al.
2006). Este resultado es coincidente con lo reportado por varios autores (Mendoza et al.,
2016; Morales-Almaraz et al., 2010; Vibart et al., 2008; Bargo et al., 2006; Schroeder et
al., 2005 y Schroeder et al., 2003), quienes observaron que a medida que la pastura
fresca sustituye a las RTM en la dieta de vacas lecheras, aumenta el contenido de acido
vaccénico y ruménico en la grasa lactea. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo
podrian ser explicados porque para los animales asignados al tratamiento RTM50 el
47% del total de MS ingerida provino de FF, los que presentan altos contenidos de &cido
linolénico (Chilliard et al., 2000a). Tanto el acido vaccénico como el rumeénico son
intermediarios en el proceso de hidrogenacion del linolénico, con lo cual su
acumulacién en el rumen determina su presencia en la leche. En el caso del rumeénico, la
via mas importante de sintesis es a nivel de la glandula mamaria a partir del vaccénico
(Chilliard et al., 2000a) por accion de la A9-desaturasa (Bauman et al., 2008). Parte de
del AG linolénico que escapa de la hidrogenacion a nivel ruminal, si es absorbido a
nivel intestinal posteriormente puede ser secretado en la leche, lo que explicaria su
mayor contenido en RTM50.

El perfil de AG en RTM50 presentd un menor contenido de AG saturados, y mayor
contenido de AG insaturados, principalmente debido al mayor contenido de AGMI, que
en RTM100. Este resultado también es coincidente con varios autores (Mendoza et al.,
2016; Morales-Almaraz et al., 2010; Vibart et al., 2008; Bargo et al., 2006; Schroeder et
al., 2005 y Schroeder et al., 2003), quienes observaron que la inclusion de pasturas en la
dieta aumenta disminuye el contenido de AG insaturados en la leche. Asimismo,
RTM50 presentd mayor cantidad de AG pre-formados, lo cual es coincidente por lo
reportado por Bargo et al. (2006), Moralez-Almaraz et al. (2010), Loor et al. (2003) y
Mendoza et al. (2016). Este resultado podria estar explicado en parte a un incremento en
la utilizacion en la sintesis de grasa lactea de los AG provenientes de la ingesta
(Palmquist et al., 1993).

La relacion n-6:n-3 fue menor en RTM50 que en RTM75, y en éste a su vez fue menor
que en RTM100. Este resultado seria debido al mayor consumo de AG linolénico
proveniente de las pasturas en los tratamientos RTM50 y RTM75. A su vez es
coincidente con lo reportado por Mendoza et al. (2016), quienes observaron que en
vacas consumiendo una dieta RTM que tuvieron acceso por 8 h a FF, dicha relacion fue
menor que en vacas consumiendo exclusivamente una RTM.

La grasa lactea en RTM50 presentd un menor indice de aterogenicidad que RTM100,
principalmente explicado por el mayor contenido de AG insaturados y principalmente al
mayor contenido de AGMI, lo que es coincidente con lo reportado por Mendoza et al.
(2016).

Tanto el MUN como el BUN fueron mayores en los tratamientos con mayor porcentaje
de RTM, contrario a lo esperado, ya que debido a las caracteristicas de las pasturas de
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alta calidad anteriormente citadas hubiera sido esperable que a mayor porcentaje de
forraje en la dieta mayor fuera el nivel de BUN y MUN. Sin embargo estos resultados
son consistentes con el menor consumo de N aportado por la pastura, y probablemente a
una mayor cantidad de proteina degradable en rumen en la RTM, lo que provocé una
mayor concentracion de BUN y MUN en RTM100 y RTM50, ya que los niveles de
MUN y BUN presentan una alta correlacion (Roseler et al., 1993; Reynal & Broderick,
2005). De alguna manera, esta mayor degradacion de la harina de soja a nivel ruminal
se puede ver reflejada en los niveles de BUN para los tres tratamientos en las diferentes
horas de muestreo, ya que se observa claramente en las curvas de la dindmica del BUN,
dos picos coincidentes con las 2 sesiones mas importantes de ingesta de RTM por parte
de las vacas asignadas a los tres tratamientos (Pomieés, 2014).

Asimismo los valores de MUN observados estdn por encima del rango recomendado
para vacas lecheras por Moore & Varga (1996) (10 a 15 mg/dl) y por Jonker et al.
(1999) (10 a 16 mg/dl).

El mayor nivel de glucemia en RTM100 respecto de RTM50 es consistente con la
mayor ingesta de CNF y con la mayor concentracion de propionato a nivel ruminal en
RTM100 respecto a RTM50 (32,4 y 27,2% respectivamente; EEM = 1,44) (Pomies,
2014), lo que concuerda con lo reportado por Drackley et al. (2001), quienes sugieren
que la tasa de conversion de propionato a glucosa es mayor en animales que consumen
dietas con mayor nivel de concentrados respecto a los que consumen dietas con mayor
cantidad de forrajes. No se observaron diferencias en los niveles de insulina en sangre
entre tratamientos, a pesar de que la diferencia en los niveles de glucemia observados
sugeririan encontrar mayores niveles de insulina en los tratamientos con mayor nivel de
glucemia debido a que los mayores niveles de glucemia estimularian una mayor
secrecion de insulina. Esto fue es reportado por Mendoza et al. (2012) y Delany et al.
(2010), quienes observaron mayores valores de insulinemia para las vacas que
consumen una dieta exclusiva a base de RTM con respecto a las que consumen RTM +
pastura o pastura + concentrado.

En nuestro trabajo no se detectd efecto de la hora en el nivel de glucemia, lo que
coincide con lo reportado por Mendoza et al. (2012). Este resultado esta de acuerdo con
lo sefialado por Brokman (2005), respecto a que la glucemia en rumiantes no presenta
variaciones significativas a lo largo del dia, ya que se encuentra bajo una fuerte
regulacion de la neoglucogénesis. Sin embargo, en nuestro trabajo se observo efecto de
la hora sobre el nivel de insulinemia, el cual aumentd progresivamente con el transcurso
de las horas del dia, para llegar a su méximo valor a la hora 12 del experimento (siendo
la hora 0 en comienzo de la ingesta). Este resultado coincide por lo reportado por
Mendoza et al. (2012) y esta de acuerdo a lo reportado por Brokman (2005), quien
menciona que el nivele de insulinemia aumenta en las horas posteriores al inicio de la
ingesta como respuesta a la llegada de AGV producidos a nivel ruminal a la circulacion
portal. Este hecho se observa en los resultados obtenidos en este mismo ensayo,
reportados por Pomiés (2014), quién observa que la concentracion de AGV en rumen
aumentan conforme transcurren las horas post ingesta de alimentos.

Con respecto a la eficiencia de utilizacion de la MS para produccion de leche, no se
observaron diferencias entre tratamientos en la eficiencia de utilizacion de la MS para la
produccién de leche. Este hecho es importante de destacar, ya que vacas de alta
produccion aun consumiendo hasta un 30% de FF logran mantener eficiencias de
consumo similar a la de vacas alimentadas exclusivamente con una dieta a base de
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RTM. Posiblemente esto se explique por los altos valores y la ausencia de diferencias en
la digestibilidad aparente de la MS y MO consumida por los animales en los diferentes
tratamientos.

La EUND y la EUED fueron superiores en RTM50 con respecto a RTM100 lo que es
consistente con los resultados de consumo, digestibilidad y produccion presentados en
este trabajo. Con respecto al N, la alta digestibilidad de la fraccion nitrogenada de los
alimentos (78,9%; EEM= 2,02 Pomiés, 2014), el bajo tenor proteico de la pastura
utilizada (PB=15%), y la mayor degradacion a nivel ruminal de la proteina de la harina
de soja constituyente de la RTM, son las posibles explicaciones del resultado obtenido
de la EUND. Estos datos de EUND podrian ser considerados bajos para los tres
tratamientos (28,6 %; 30,0 % y 31,6% para RTM100, RTM75 y RTMS50
respectivamente; EEM 1,53), ya que Phuong et al. (2013) en un trabajo de meta-anélisis
que involucra a 68 estudios que reportan datos estadisticos de 306 dietas y produccién
de leche observaron que el promedio de la eficiencia de utilizacién de N es de 42,6%,
con un minimo de 29,2% y un maximo de 64,5%.

Con respecto a la EUED, la mayor eficiencia lograda en RTM50 respecto a RTM100 y
RTM75 podria explicarse en parte a que si bien las primeras consumieron una menor
cantidad de energia, también excretaron una menor cantidad de energia en leche.
Asimismo RTMb50 presentd el menor balance de energia (Pomiés, 2014). Estos
resultados de EUED podrian considerarse como valores de eficiencia medio (29,8%;
31,5% y 32,2% para RTM100, RTM75 y RTM50 respectivamente; EEM= 1,15), ya que
se encuentran muy cercanos al promedio reportado por Phuong et al. (2013) en el
mismo trabajo de meta-analisis, donde observaron que el promedio de eficiencia de
utilizacion de la energia es de 34,1% con un minimo de 23,3% y un maximo de 44,9%.
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11. CONCLUSIONES

Con la inclusion de hasta un 29 % raigras en la dieta de vacas lecheras alimentadas con
una racion totalmente mezclada es posible mantener los niveles de consumo de materia
seca y materia orgénica sin afectar la produccion de leche, asi como tampoco el
consumo de N, balance de N y el flujo de N microbiano al duodeno.

Hasta los niveles maximos de inclusion de raigras evaluados en este trabajo (47% en
base seca) no se detectaron diferencias en la digestion de la materia seca y de la materia
organica, la eficiencia de utilizacion del N y de la materia organica digestible para
sintesis de N microbiano a nivel ruminal, ni la eficiencia de utilizacion de la materia
seca para produccion de leche. Sin embargo, se produjo un descenso en el consumo de
materia seca y produccién de leche.

A través de la inclusion de forraje fresco se logré modificar el perfil de la grasa de la
leche, produciendo un aumento de los &cidos Vaccenico, Ruménico y Linolénico, asi
como en el total de &cidos grasos insaturados, lo que volveria este producto un alimento
mas saludable para los consumidores.
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