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RESUMEN

El objetivo de este proyecto de doctorado fue estudiar la respuesta digestiva,
metabolica y productiva de alimentar a vacas lecheras con dietas que combinan
racion totalmente mezclada (RTM) y forraje fresco (FF) de alta calidad. Para ello se
seleccionaron 9 vacas Holstein del rodeo del Campo Experimental de Facultad de
Veterinaria (Universidad de la Republica) en Libertad, que fueron asignadas a los
siguientes tratamientos de acuerdo a un disefio de cuadrado latino 3 x 3 replicado 3
veces, con periodos de 20 d de duracion y medicion en los ultimos 10 d: 0 (TO), 4
(T4) y 8 (T8) h de acceso diario a FF. El FF (Lolium multiflorum) fue cortado
diariamente y ofrecido ad /ibitum desde las 0800 h de comederos individuales, y una
RTM fue ofrecida ad libitum durante el periodo en que las vacas no tuvieron acceso
al FF. La proporcion del tiempo dedicado a comer o rumiar no fue afectada por los
tratamientos durante las primeras 12 h luego del inicio de la primera sesion de
alimentacion, pero las vacas T4 y T8 dedicaron una alta proporcion del tiempo
disponible a comer y lograron altas tasas de consumo de materia seca solo cuando
tuvieron acceso a la RTM. El consumo total de energia neta para lactancia y proteina
cruda fue mayor en TO y T4 respecto a T8, lo que se vio reflejado en mayores
concentraciones sanguineas de glucosa e insulina en T0, pero no urea. En las vacas
T8, el rendimiento de leche, proteina y caseina disminuyo en 1,7, 0,05 y 0,06 kg/d,
respectivamente, y el rendimiento de grasa y lactosa tendié a disminuir en 0,11 y
0,08 kg/d, respecto a las vacas TO; sin embargo, los tratamientos no afectaron la
composicion de leche, o la eficiencia bruta de uso de la energia y el nitrégeno para
produccion de leche. El perfil de acidos grasos en la leche de las vacas T8 tuvo una
mayor concentracion de acido ruménico, vaccénico y linolénico respecto a TO. A
nivel ruminal, la concentracion total de 4acidos grasos volatiles fue mayor en TO y T4
respecto a TS, el pH fue menor en T4 respecto a T8, y el nitrogeno amoniacal fue
mayor en TO respecto a T8. No hubo diferencias entre tratamientos respecto al flujo
de nitrogeno microbiano a duodeno o la digestibilidad de los nutrientes, pero el
tiempo medio de retencion total de la digesta en el tracto fue mayor en T8 respecto a
TO. Se concluye que vacas con 4 h de acceso diario a un FF de alta calidad tuvieron
un consumo de nutrientes y una produccion de leche similar al de vacas alimentadas
unicamente con RTM. Sin embargo, un acceso de 8 h al FF redujo tanto el consumo
como la produccion de leche y solidos sin cambios en la digestion o la eficiencia
bruta de uso de los nutrientes, aunque la leche producida tuvo un mayor contenido de
acidos grasos considerados beneficiosos para la salud humana.
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SUMMARY

The aim of this project was to study the digestive, metabolic and productive response
of dairy cows fed with diets that combine total mixed ration (TMR) and fresh forage
(FF). 9 Holstein cows were selected from the herd of the Research Station of the
Veterinary Faculty (University of the Republic), that were assigned to the following
treatments according to a three 3 x 3 Latin squares design, with 20-d periods with
sampling in the last 10 d: 0 (T0), 4 (T4) and 8 (T8) h of daily access to FF. Forage
(Lolium multiflorum) was cut daily and offered ad libitum beginning at 0800 h in
individual stalls, and a TMR was offered ad /ibitum during the period when cows had
no access to FF. The proportion of time spent eating or ruminating was not affected
by the treatments during the first 12 h after the beginning of the feeding bout, but T4
and T8 cows spent a high proportion of the available time eating and achieved a high
dry matter intake rate only when they had access to TMR. Energy and protein intake
were higher in TO and T4 than T8, which reflected in higher blood glucose and
insulin concentrations in TO, but not urea concentrations. Compared with TO, 8 h/d of
access to FF decreased milk, protein, and casein yields by 1.7, 0.05 and 0.06 kg/d,
respectively, and tended to decrease fat and lactose yields by 0.11 and 0.08 kg/d,
respectively; however, treatment did not affect milk composition of gross feed
efficiency. The milk fatty acid profile in T8 had a higher content of rumenic,
vaccenic, and linolenic acids compared with TO. Ruminal total volatile fatty acid
concentrations in the rumen were higher in TO and T4 than in T8, pH was lower in
T4 than in T8, and ammonia-N was higher in TO than in T8. No differences among
treatments were detected in microbial protein flow to the duodenum or digestibility
of nutrients, but the total mean retention time of feed in the digestive tract was higher
in T8 than in TO. It is concluded that cows with 4 h of access to high-quality FF had
similar DMI levels and milk yields as cows fed only with TMR. However, 8 h of
access to FF reduced DMI and milk and solids yield without changes in nutrient
digestion or feed efficiency, although milk fat had enhanced levels of beneficial fatty
acids.
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INTRODUCCION

La seleccion genética ha conducido a un incremento en el potencial de produccion de
las vacas lecheras a nivel mundial en las ultimas décadas, y como resultado ha
ocurrido un aumento marcado en los requerimientos de nutrientes de los animales,
pero un aumento mas moderado de la capacidad de consumo de los mismos. Esto ha
llevado a que las vacas tengan mas dificultades para satisfacer sus elevados
requerimientos, lo que hace necesario aumentar la densidad de nutrientes de la dieta
que se les ofrece (Eastridge, 2006). Con distintos grados de intensidad, esta situacion
de aumento del potencial productivo de los animales a través de la seleccion
genética, basicamente a través de la introduccion de genética Holstein proveniente de
paises con sistemas lecheros estabulados, también ha ocurrido en distintos paises
donde los sistemas lecheros de base pastoril son predominantes (Harris & Kolver,
2001; Elzo et al., 2004; Dillon et al., 2006).

En un contexto de creciente demanda mundial por granos para la alimentacién
humana y la fabricacion de biocombustibles, las pasturas seguirdn ocupando un lugar
importante en la alimentacion de los rumiantes, sobre todo en paises que tienen
ventajas climaticas y edaficas para producirlas y utilizarlas con el ganado durante
todo el afio. Esto es debido a que las pasturas compuestas por gramineas y/o
leguminosas templadas, tanto anuales como perennes, poseen un elevado valor
nutritivo y ofrecen un amplio margen para la produccion de rumiantes (Cajarville et
al., 2012). Adicionalmente, la leche producida por vacas alimentadas con pasturas
presenta altas concentraciones de compuestos nutracéuticos beneficiosos para la
salud humana (Elgersma et al., 2006), y se considera que la alimentacion en base a
pasturas promoveria un mayor bienestar de los mismos, respecto a sistemas de
confinamiento (Rushen et al., 2008). Ademas, si se las utiliza adecuadamente, las
pasturas cosechadas directamente por el animal tienen un costo relativo menor que
los concentrados o las reservas forrajeras (Dillon, 2006).

Sin embargo, los sistemas de alimentacion basados en pasturas tienen como limitante
la dificultad de asegurar una oferta constante de alimentos en calidad y cantidad a lo
largo del tiempo, y como resultado, existen mas dificultades para cubrir los
requerimientos de una vaca de alta produccion, respecto a sistemas basados en el
confinamiento; se ha planteado que la produccion lograble por vacas alimentadas
solo con pasturas de alta calidad seria de alrededor de 30 kg/d (Kolver, 2003).
Existen distintas razones que explican esta situacién, como por ejemplo: a) la
variacion temporal en la cantidad y calidad del forrajes producido, b) limitaciones
relacionadas con factores intrinsecos de la pastura, c) limitaciones relacionadas con
las medidas de manejo adoptadas (e.g. tiempo en la franja de pastoreo), d) el costo
energético asociado a la busqueda y cosecha de forraje, entre otros (Chilibroste et al.,
2005; Dillon, 2006).

Por lo tanto, en sistemas pastoriles donde se manejan vacas lecheras de alta
produccion, es imprescindible el uso de suplementos, como concentrados o reservas
forrajeras (henos o ensilajes), como forma de cubrir los requerimientos de nutrientes
de los animales que no son aportados por las pasturas. Tradicionalmente, los
concentrados son ofrecidos dentro de la sala de ordefie, mientras que las reservas
forrajeras se ofrecen fuera de la misma, en un patio o playa de alimentacion, o bien
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sobre una pastura. Sin embargo, trabajos realizados en el pais demuestran que,
incluso con estas estrategias de suplementacion, los animales generalmente no cubren
totalmente sus requerimientos, y por tanto no pueden explotar todo su potencial
genético y ven resentido su desempefio tanto productivo como reproductivo (Meikle
et al., 2004; Cavestany et al., 2005). Asimismo, y segun la investigacion nacional,
incluso en los sistemas mas intensivos ya se estarian explorando “techos” de
produccion a partir de la tecnologia disponible, donde la oferta de pasturas que son
suplementadas con concentrados y/o reservas forrajeras que se ofrecen en distinto
momento del dia ya no seria suficiente para seguir incrementando los niveles de
produccion (Durdn, 2004). En particular, el incremento en la cantidad de suplemento
ofrecido como forma de cubrir la demanda de vacas de alta produccion puede causar
problemas de salud a los animales, como la acidosis, que pueden comprometer la
respuesta productiva de los mismos (Bramley et al., 2008), o reducir la eficiencia de
utilizacion del alimento, con el consiguiente aumento de costos (Stockdale, 2010).

Por lo tanto, surge la necesidad de explorar nuevas alternativas de suplementacion de
vacas lecheras de alta produccion manejadas en sistemas pastoriles, como una
posible estrategia para continuar intensificando la produccion. La utilizacion de
dietas que combinan forraje fresco y una racion totalmente mezclada (definida ésta
como el sistema de alimentacion donde los forrajes conservados y concentrados son
completamente mezclados, y de esta forma son ofrecidos a los animales; Gill, 1979)
aparece como una estrategia promisoria, y sera el objeto de estudio de esta tesis.



ANTECEDENTES ESPECIFICOS
Consumo, digestion y metabolismo en la vaca lechera
Consumo

El consumo de nutrientes es uno los factores que limita en mayor medida el
desempefio de los rumiantes (Roche et al., 2008). En este sentido, Crompton et al.
(1960) y Dynes (1996) reportaron que en los rumiantes la variacion en el consumo de
nutrientes digestibles esta explicada en un 60 a 90% por el consumo voluntario de
alimento, y solo 10 a 40% por cambios en la digestibilidad del mismo. Por este
motivo, el conocimiento de los factores que estan involucrados en la regulacion del
consumo voluntario de las vacas lecheras en un area de continuo interés para la
investigacion, debido a las implicancias que tiene para la correcta formulacion de las
raciones de los animales.

Distintas teorias se han desarrollado para explicar como se regula en consumo
voluntario en las vacas lecheras. Historicamente, estas teorias hacen referencia a una
regulacion de tipo fisica (en la que estdn implicados factores vinculados
principalmente con el alimento) y otra fisioldgica (donde los factores involucrados
estan asociados principalmente con el animal). De acuerdo a la teoria de la
regulacion fisica, el consumo voluntario del rumiante esta limitado por la capacidad
del tracto digestivo (en particular del rumen) para almacenar y permitir el pasaje de
la digesta, y este efecto es tanto mas marcado cuanto menor sea la calidad del
alimento (Allen, 1996). En la medida que el rumiante consume alimento, las paredes
del rumen se distienden de forma que una serie de receptores alli localizados son
estimulados y envian sefales al sistema nervioso, lo que lleva al cese del consumo.
Por este motivo, la velocidad y extension de la digestion del alimento consumido, en
particular de su fraccion fibrosa, definen la rapidez con que ocurre la evacuacion de
la digesta desde el rumen y permiten que el animal pueda volver a consumir
alimento.

Otros autores han propuesto que el consumo estaria regulado por cambios que
ocurren en la concentracion o flujos de distintas sustancias como consecuencia de la
ingesta de alimentos; dichos cambios estimularian distintos receptores que enviarian
sefales a los centros de saciedad a nivel del sistema nervioso y causarian el cese del
consumo (Allen, 2000). Mas especificamente, la regulacion del consumo en el corto
plazo se explicaria mayormente por la accion de sustancias sobre diversas vias
sensoriales relacionadas con el hambre y la saciedad, mientras que la regulacion en el
largo plazo seria llevada a cabo por la accidon de sustancias sobre el sistema neuro-
humoral, que minimizaria las variaciones de corto plazo en el balance de nutrientes
(e.g. energia) sobre las reservas metabolicas del animal (Roche et al., 2008). Dentro
de las distintas las sustancias (metabolitos y hormonas) que son secretadas por el
animal y que pueden impactar a nivel del sistema nervioso, se conoce que algunas
tienen un efecto estimulante sobre el consumo voluntario, mientras que otros tienen
el efecto opuesto. Por ejemplo, dentro de las primeras se encuentra la hormona
ghrelina o el neuropéptido Y, mientras que dentro de las segundas se encuentran
distintos 4acidos grasos volatiles (AGV) como el 4cido acético y propionico,
sustancias nitrogenadas como el amoniaco, u hormonas como la colecistoquinina o la
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leptina (Roche et al., 2008). Recientemente, Allen et al. (2009) postularon una teoria
del control del consumo voluntario en vacas lecheras, elaborada sobre los conceptos
de la regulacion fisiologica, segun la cual la sensacion de hambre o saciedad en el
animal seria consecuencia del estado energético del higado, que vendria dado por el
nivel relativo de oxidacion de combustibles (i.e. acido propidnico, acidos grasos no
esterificados) en dicho 6rgano.

Otros autores plantean que el consumo no esta regulado por un tnico factor, sino que
distintos factores no excluyentes probablemente estén regulando de forma simultanea
el consumo de los animales. Por ejemplo, Forbes (2007) propuso una teoria
multifactorial del control del consumo de rumiantes denominada del “minimo
disconfort total”, segun la cual los animales consumen alimentos con el objetivo de
minimizar las desviaciones entre los nutrientes que requieren y los que les son
aportados por la dieta (tanto por exceso como por carencia).

Ademas de los factores fisicos y metabolicos, la habilidad sensorial y los factores
psicologicos del animal pueden contribuir en distinto grado a regular el consumo en
los rumiantes. Por ejemplo, es conocido que los rumiantes son capaces de aprender a
asociar las propiedades sensoriales de un alimento con las consecuencias metabodlicas
de consumir dicho alimento, tanto favorables (i.e. aporte de nutrientes deficitarios en
la dieta) como desfavorables (i.e. presencia de toxinas), y que desde este punto de
vista son capaces de seleccionar entre distintos alimentos, o dentro de un mismo
alimento (Forbes, 2007).

En animales a pastoreo, todos los factores antes mencionados pueden estar operando
en distintos momentos y en distinto grado, pero ademas se suman otros factores que
no estan presentes en animales alimentados en establos. Por ejemplo, se conoce que
distintos atributos fisicos y estructurales de las pasturas, como por ejemplo la altura y
la densidad de la pastura, o la altura de insercion de las vainas, pueden afectar el
consumo de forraje por parte de los animales, basicamente a través de sus efectos
sobre el tiempo que el animal dedica a pastorear y/o la tasa de consumo, que a su vez
resulta de la integracion de la tasa de bocado y del peso del bocado (Chilibroste et al.,
2005). Si bien las pasturas son alimentos que tienen generalmente un alto contenido
de paredes celulares, y por lo tanto seria esperable que la regulacion del consumo que
operase en esta situacion fuera principalmente de tipo fisica, ello no necesariamente
ocurre en todos los casos. Cuando los animales se alimentan con pasturas templadas
de alta calidad, otros factores como un alto contenido de humedad o clevadas
concentraciones de productos de la fermentacion ruminal podrian indicar el cese de
la ingesta (Chilibroste et al., 2005).

Digestion y metabolismo

Los rumiantes poseen 3 pre-estomagos llamados reticulo, rumen y omaso, que
preceden al abomaso o estomago verdadero. El reticulo y el rumen conforman un
compartimento donde habita una gran poblacion microbiana, compuesta por
bacterias, protozoarios, hongos y arqueas. Los distintos integrantes de esta
microbiota pueden ser clasificados segun el sustrato que degradan preferentemente, y
en este sentido pueden dividirse en microorganismos celuloliticos, amiloliticos o
proteliticos, entre otros. También puede categorizarse en funcion del estrato que

4



ocupan dentro del rumen; asi, hay microorganismos que estan adheridos a las
particulas de alimento (75% del total), o que estan libres en la fase liquida, o bien
adheridos a la pared ruminal (Van Soest, 1994).

Los microorganismos del rumen mantienen una estrecha relacion simbionte con el
huésped. Por una parte, la permanencia de esta microbiota supone el mantenimiento
de condiciones muy ajustadas de anaerobiosis, temperatura, acidez y humedad, asi
como la provision continua de sustratos capaces de nutrir a los microorganismos, y
de mecanismos de remocion de sustancias toxicas o de desecho a través de su
absorcion a través de la pared del rumen o del pasaje de la digesta hacia el tracto
posterior (Van Soest, 1994). Luego de su ingestion, los alimentos son masticados lo
que permite hidratarlos y reducir su tamafio de particula, que continia siendo
reducida a través de la rumia. De esta forma, se aumenta la superficie de exposicion
de las particulas de los alimentos para los microorganismos, facilitando su
colonizacion por parte de éstos. Adicionalmente, la reduccion del tamafio de particula
permite el pasaje del alimento hacia el omaso a través del orificio reticulo-omasal y
por lo tanto del tracto digestivo posterior, donde ocurrird la digestion (Welch &
Hooper, 1993).

Por otra parte, el rumiante obtiene la mayor parte de los nutrientes que precisa para
cumplir con sus distintas funciones a partir de la actividad de la microbiota ruminal,
que es capaz de convertir compuestos de baja calidad en nutrientes de alto valor
biologico para el animal. Por ejemplo, gran parte de la dieta de los rumiantes esta
normalmente compuesta por forrajes, que tienen contenidos elevados de
carbohidratos fibrosos, que son los que se encuentran en las paredes celulares. Este
tipo de carbohidratos incluye a la celulosa y la hemicelulosa, que son polimeros
complejos de glucosa unidos por enlaces B 1-4, para los que los rumiantes no tienen
enzimas endogenas capaces de hidrolizarlos. Sin embargo, los microorganismos del
rumen si son capaces de fermentarlos. La fermentacion de los carbohidratos resulta
en la produccion de AGV de cadena corta, que son un producto de desecho del
metabolismo de los microorganismos, pero que una vez absorbidos a través de la
pared del rumen pueden ser metabolizados en los distintos tejidos del animal, y
constituiran entre 60 y 70% del aporte total de energia metabolizable para los
rumiantes (Van Soest, 1994). Mientras que la fermentacion de carbohidratos fibrosos
como la celulosa y la hemicelulosa resulta en una produccion proporcionalmente
mayor de 4cido acético y butirico, la fermentacion de carbohidratos no fibrosos como
el almidon resulta en una mayor produccién de acido propidnico. Para bovinos
consumiendo distintas dietas, la concentracion promedio de acido acético, propidnico
y butirico, expresada como porcentaje de la concentracion total de AGV, es 63,1,
21,4y 11,5%, respectivamente (Nozicre et al., 2011).

Los rumiantes tienen requerimientos basales de glucosa similares a los de un
monogastrico, pero debido a la fermentacion ruminal de los carbohidratos, la
cantidad de glucosa que es absorbida directamente a nivel intestinal es muy escasa.
Por lo tanto, la demanda de glucosa del animal es principalmente cubierta a través de
la gluconeogénesis hepatica. El acido propionico es el mas importante precursor de la
glucosa, pudiendo contribuir con entre 60 y 74% del total necesario. Otros sustratos
que también pueden ser usados como precursores para la sintesis de glucosa son
aminodcidos (e.g. alanina y glutamina), glicerol y acido lactico, cuyas contribuciones
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relativas varian seglin la especie y/o estado fisiologico (Aschenbach et al., 2010). El
mantenimiento de las concentraciones de glucosa en sangre depende de la accion de
hormonas como la insulina y el glucagon, entre otras. La insulina estimula la entrada
de glucosa al musculo esquelético y el tejido adiposo, aumenta la sintesis de
glucogeno y reduce la tasa de gluconeogénesis a nivel hepatico, mientras que en
sentido opuesto, el glucagéon estimula la conversion de acido propionico y de
aminoacidos a glucosa en el higado (Drackley et al., 2001). Sin embargo, la relacion
entre la accion de ambas hormonas es dependiente de la concentracion de glucosa en
sangre (Zarrin et al., 2015).

La digestion de los carbohidratos fibrosos es particularmente sensible a los cambios
en el pH ruminal. Se acepta que cuando el pH cae por debajo de 6,2 la digestion de la
fibra se reduce debido a una menor actividad de las bacterias celuloliticas (Hoover,
1986). Otros trabajos indican que la digestion de distintos forrajes se ve reducida
cuando el pH cae por debajo de 6,0 o 6,1, aunque el valor critico seria dependiente de
la calidad del propio forraje (Mould et al., 1983). Estas observaciones generalmente
han sido realizadas usando forrajes secos y de calidad media a baja; sin embargo,
distintos trabajos in vitro e in vivo realizados con pasturas de alta calidad
demostraron que la digestion de la fibra se reduciria a partir de pH menores que los
tradicionalmente indicados, como por ejemplo 5,8 (de Veth & Kolver, 2001; Wales
et al., 2004). Si bien la fermentacion de carbohidratos no fibrosos es energéticamente
mas eficiente que la fermentacion de los carbohidratos fibrosos, los primeros tienen
una mayor tasa de produccion de AGV. Por lo tanto, una dieta con una alta
proporcion de concentrados puede conducir a una disminucion marcada del pH
ruminal a consecuencia de la acumulacion de AGV. Bajo estas condiciones, otros
microorganismos acido-tolerantes como Streptococcus bovis pueden prosperar, 1o
que conduce a un aumento en la produccion de acido lactico, que reduce aiin mas los
niveles de pH y puede ocasionar cuadros de acidosis clinica (Calsamiglia et al.,
2012).

De los carbohidratos que no fueron fermentados en rumen y que arriban al duodeno,
el almidon es la tnica fraccion que puede ser verdaderamente digerida en el intestino
delgado del rumiante, bajo la accion de la amilasa pancreatica y las disacaridasas
intestinales. La proporcion de almidon que no es degradada a nivel ruminal
dependera de la cantidad, de la forma fisica y de la estructura quimica del almidon
ingerido, y también del nivel de consumo del animal, por sus efectos sobre el tiempo
de retencion de la digesta a nivel del rumen. Parte del almidon que llega sin degradar
al duodeno también puede ser fermentado a nivel del intestino grueso del animal,
pero los AGV producidos no pueden ser absorbidos a ese nivel y por lo tanto no son
aprovechados por el animal (Reynolds, 2006). Si bien distintos autores han postulado
que la digestion del almidén a nivel intestinal seria en teoria mas eficiente
energéticamente que su digestion a nivel ruminal (Bines & Hart, 1982), en la practica
los resultados han sido contradictorios (Nocek & Tamminga, 1991). Esto es posible
debido a que las eventuales ventajas de la digestion intestinal de almidon (e.g.
reduccion de las pérdidas de metano a nivel de rumen; reduccion de la dependencia
del animal de la gluconeogénesis, que conlleva un costo energético) podrian verse
anuladas si una porcion importante de almidon fermenta en el intestino grueso, donde
la eficiencia es muy baja debido a la pérdida de hexosas en la biomasa microbiana
que se elimina en heces (Harmon & McLeod, 2001), o incluso si se generan procesos

6



de acidosis a nivel de este 6rgano, de forma similar a lo que puede ocurrir a nivel
ruminal (Fahey & Berger, 1993).

Para la sintesis de sus propias proteinas, los microorganismos del rumen utilizan
distintas fuentes de nitrégeno, como el nitrogeno amoniacal (N-NH3). Este es un
producto final del catabolismo de aminoacidos, péptidos y sustancias nitrogenadas no
proteicas presentes en los alimentos ingeridos por accion de los microorganismos del
rumen. Se ha planteado que una concentracion de N-NH; en rumen de al menos 5
mg/dL permite maximizar la eficiencia de sintesis de proteina microbiana (Russell &
Strobel, 1987). El exceso de N que no es utilizado por los microorganismos para
sintetizar su proteina es absorbido hacia el medio interno través de la pared del
rumen, donde es transportado hacia el higado para ser convertido a urea. Desde alli,
la urea puede eliminada por via renal, o puede retornar al rumen a través de la saliva
o por via trans-mural, contribuyendo asi al pool de N disponible para la sintesis de
proteina microbiana (Lapierre & Lobley, 2001). Adicionalmente, los
microorganismos requieren de esqueletos carbonados y energia, la cual es obtenida a
través de los procesos de fermentacion ya descritos.

La proteina que sale del rumen y llega al abomaso es solubilizada en el jugo gastrico
(HCly pepsina), y luego es digerida en el intestino delgado por accion de las enzimas
producidas por el pancreas (e.g. tripsina y quimiotripsina) y por la mucosa intestinal
(e.g. diversas peptidasas), y los aminoacidos resultantes son absorbidos por
trasnportadores activos especificos (Sutton & Reynolds, 2011). En un rumiante, la
proteina que llega al duodeno es la suma de la proteina microbiana, la proteina de
origen alimenticio que no fue degradada en rumen, y la proteina de origen endégeno.
La importancia de la proteina microbiana radica en que, al pasar junto al bolo
alimenticio a los tramos posteriores del aparato digestivo, constituye el principal
aporte de aminoacidos para el animal. La proteina microbiana no solo aporta
tipicamente mas de la mitad de los aminoacidos requeridos por el rumiante, sino que
ademas su valor biologico es elevado. La contribucion relativa de la proteina
microbiana para satisfacer las necesidades de aminoacidos del rumiante dependera de
la eficiencia con que la misma es sintetizada. Por ejemplo, Stern et al. (1994)
calcularon que cuando la eficacia de sintesis es de 20 g de N/kg de materia organica
verdaderamente fermentada en rumen, la proteina microbiana puede cubrir cerca del
50% de las necesidades proteicas de una vaca de 600 kg produciendo 25 litros de
leche con 4% de grasa, pero si fuera 30 g N/kg cubriria el 73 % de las necesidades
proteicas del mismo animal.

Sintesis de la leche y sus componentes

La leche es una secrecion de los mamiferos producida para satisfacer las necesidades
de nutrientes de los neonatos de cada especie, asi como para cubrir otros
requerimientos de inmunidad y defensa, asi como otros requerimientos fisiologicos.
En la vaca, la leche se puede definir como una dispersion coloidal de globulos de
grasa, micelas de caseina y proteinas del suero en una soluciéon acuosa de lactosa,
minerales y una serie de componentes menores. La composicion, y por lo tanto las
propiedades tanto fisicas como quimicas de la leche, varia con distintos factores,
especialmente la raza, etapa de lactancia, salud, estado nutricional, y aspectos
individuales de cada animal (Fox, 2011).



La mayor parte de los lipidos de la leche se encuentran como triglicéridos, que son
sintetizados en la glandula mamaria a partir de una molécula de glicerol y tres acidos
grasos (Jensen, 2002). Los acidos grasos con un largo de cadena de entre 4 y 14
carbonos pueden ser captados directamente de la sangre, mientras que en el caso de
los acidos grasos con mas de 16 carbonos son sintetizados en la propia glandula
mamaria a partir de acetato y B-hidroxi-butirato de origen ruminal. Los acidos grasos
de 16 carbonos pueden tener un origen mixto (Bauman & Griinari, 2003). En
términos generales, los acidos grasos sintetizados de novo constituyen un 50% del
total, mientras que los captados directamente de la sangre representan la otra mitad;
con respecto a estos ultimos, un 80% corresponden a acidos grasos provenientes de la
dieta, y el resto a acidos grasos movilizados desde el tejido adiposo de la vaca. Sin
embargo, durante momentos de balance de energia negativo en donde la
movilizacion de reservas es mas extensa, la contribucion de estos acidos grasos
aumenta en relacion directa al déficit energético, pudiendo representar hasta 40-50%
del total secretado (Chilliard, 1999). Una vez que los triglicéridos se forman, se unen
en gotas de lipidos que van creciendo en tamafio a medida que se unen con otras
gotas, y se aproximan al lumen alveolar. Finalmente, las gotas de lipidos son
rodeadas de una porcion de la membrana celular y de esa forma se secretan al lumen
alveolar (Mather, 2011).

En términos generales, las grasas lacteas de los rumiantes tienen una baja proporcion
de acidos grasos poliinsaturados, debido a que estos acidos grasos cuando son
ingeridos son hidrogenados en una muy alta proporcion a nivel ruminal. Las grasas
lacteas de los rumiantes contienen niveles relativamente altos de acidos grasos
saturados, algunos de los cuales, como el laurico o el miristico, tendrian efectos
negativos sobre diversos aspectos de la salud humana (Kris-Etherton & Yu, 1997).
Es de destacar, sin embargo, que dichas grasas pueden contener cantidades relevantes
de acido ruménico (cis-9, trans-11 éacido linoleico conjugado) o acido vaccénico
(trans-11 acido vaccénico), que se producen como resultado de la hidrogenacion
incompleta del acido linoleico en el rumen, y/o a partir de procesos de desaturacion
en la glandula mamaria (Harvatine et al., 2009). En particular, el acido ruménico
tendria efectos potencialmente benéficos en reducir la incidencia de cancer, prevenir
arterioesclerosis, hipertension, y mejorar la funciéon inmune (Bhattacharya et al.
2006).

Cuando las poblaciones microbianas del rumen se ven afectadas por algin motivo
(e.g. un exceso de acidez, o un alto consumo de lipidos insaturados), el proceso de
hidrogenacion ruminal es alterado y como resultado, se acumulan ciertos acidos
grasos que normalmente no se forman en la secuencia normal de hidrogenacion de
los acidos grasos insaturados. Si estos acidos grasos pasan al duodeno y son
absorbidos y luego captados por la glandula mamaria, pueden inhibir de forma
marcada a gran parte de las enzimas responsables de formar los triglicéridos en la
glandula mamaria a partir de acidos grasos pre-formados o sintetizados de novo.
Quizas el mas conocido de estos acidos grasos sea el trans-10, cis-12 CLA, pero
existen otros como el cis-10, trans-/12 CLA o el trans-9, cis-11 CLA. Incluso existen
casos en los cuales ninguno de estos intermediarios serian los responsables de la
depresion en la sintesis de grasa lactea, por ejemplo, cuando se ofrecen alimentos de
origen marino (Bauman et al., 2008).



La proteina cruda de la leche se estima generalmente como su contenido de nitrégeno
multiplicado por 6,38 (NRC, 2001). El contenido total de nitrogeno de la leche puede
ser agrupado en tres fracciones: caseinas, proteinas del suero, y nitrogeno no proteico
(NNP). En promedio, las caseinas comprenden un 78,5% del nitrogeno total, las
proteinas del suero un 16,5%, y el NNP el restante 5%; a su vez, dentro del NNP el
componente de mayor importancia es la urea (50%) (DePeters & Ferguson, 1992).

La mayor parte de las proteinas lacteas (alrededor de 90%) se sintetizan a partir de
aminoacidos que circulan por la sangre y que son captados por la glandula mamaria;
dentro de esta categoria se incluyen las caseinas y la mayor parte de las proteinas del
suero. Estos aminoacidos provienen a su vez de distintas fuentes, siendo las mas
importantes la proteina digestible en intestino de origen microbiano, y la proteina del
alimento que no se degrada en rumen pero se digiere en el intestino. Ambas fuentes
constituyen lo que se denomina proteina metabolizable, es decir, la proteina
verdadera que se digiere en intestino y cuyos aminoacidos son absorbidos a ese nivel
(NRC, 2001). Ademas de estos sustratos nitrogenados, la sintesis de proteina lactea
tiene una demanda especifica de energia que es aportada por la glucosa.
Adicionalmente, bajo ciertas condiciones la vaca tiene la capacidad de movilizar sus
reservas labiles de proteina, las cuales al no ser de gran magnitud (comparadas con
las de grasa) se agotan rapidamente. Sin embargo, al comienzo de la lactancia pueden
contribuir con hasta un tercio de los carbonos necesarios para la sintesis de caseinas
(Chilliard, 1999). Con respecto a las proteinas que pasan directamente desde la
sangre hacia la leche, se trata de una pequefia fracciéon que comprende algunas
proteinas del suero como las inmunoglobulinas y albuminas. Una de ellas, la a-
lactoalbimina, forma parte del complejo enzimatico responsable de sintetizar lactosa.
Las proteinas lacteas que se sintetizan en el reticulo endoplasmatico rugoso son
procesadas en el aparato de Golgi, se empacan en vesiculas secretorias, y se secretan
de la superficie apical hacia el lumen alveolar por exocitosis (Mather, 2011).

La lactosa, si bien normalmente no es un componente de la leche con valor comercial
para la industria tiene una importancia fundamental, ya que al ser el principal
osmoregulador de la captacion de agua por la glandula mamaria determina el
volumen de leche producido. Asi, una mayor secrecion de lactosa y su transporte
hacia el sistema alveolar de la glandula mamaria conlleva un transporte de agua y por
tanto una mayor produccion de leche (Rigout et al., 2002). La lactosa estd compuesta
por una molécula de glucosa y galactosa, la que a su vez deriva de la glucosa, y es
por ello que la captacion de glucosa por la glandula mamaria es fundamental para su
sintesis (Nielsen & Jakobsen, 1993). Del mismo modo que las proteinas sintetizadas
de novo, las moléculas de lactosa se sintetizan en el aparato de Golgi y se empacan
en vesiculas secretorias que se aproximan hasta la membrana apical, desde donde se
secretan al lumen alveolar por exocitosis (Mather, 2011). Se ha calculado que la
glandula mamaria de una vaca lactando utiliza entre 65 y 80% del total de glucosa
disponible, y que so6lo la sintesis de lactosa consume entre 50 y 85% del total de
glucosa captada por la glandula mamaria. Debido a su rol como regulador osmético
la lactosa es un componente cuya concentracion en la leche es dificil de modificar a
través del manejo.



Alimentacion de vacas lecheras con pasturas y suplementos

La practica de alimentar a vacas lecheras con pasturas estd muy extendida en
distintos paises, como por ejemplo Nueva Zelandia, Australia, Argentina, Chile,
Irlanda y Uruguay, entre otros. Generalmente, se trata de paises que presentan
ventajas comparativas (climaticas, edaficas, entre otras) en cuanto a posibilidades de
producir y/o aprovechar pasturas de forma directa durante todo el afio, o gran parte
del mismo. En otros paises o regiones, sin constituir el sistema de produccion
predominante, el interés por incluir pasturas en la dieta de vacas lecheras ha
aumentado en los ultimos afios, por ejemplo en EEUU (Soder & Muller, 2007).

Una ventaja del uso de pasturas para alimentar a vacas lecheras radica en que
generalmente presentan un menor costo relativo respecto a otros insumos como los
forrajes conservados o los concentrados (Dillon, 2006). Ademas, la leche producida
por vacas alimentadas con pasturas presentan caracteristicas nutricionales deseables
para la salud humana, particularmente en lo que refiere al perfil de acidos grasos,
donde destacan los altos contenidos de acido ruménico, el cual presenta propiedades
anti-cancerigenas (Kelley et al., 2007) y vaccénico (Elgersma et al., 2006). Esto se
debe al alto contenido de acido linolénico de las pasturas, que en rumen es
hidrogenado parcialmente por los microorganismos a acido vaccénico, el cual puede
ser desaturado en la glandula mamaria a 4cido ruménico (Palmquist et al., 2005). El
alto contenido de estos acidos grasos en la leche no afecta sus caracteristicas
organolépticas o reologicas, que incluso pueden verse mejoradas a medida que
aumenta la proporcion de pastura en la dieta (Croissant et al., 2007). Asimismo,
cuando se los compara con sistemas de alimentacion a base de racion totalmente
mezclada, los sistemas de base pastoril ofrecen una imagen mas “amigable” con el
ambiente, en la medida en que minimizarian la poluciéon y tendrian menos efectos
negativos sobre la calidad del suelo (Hanson et al., 1998; Soder & Rotz, 2001).
Finalmente, los sistemas pastoriles pueden tener beneficios sobre la salud de los
animales, respecto a sistemas que usan raciones totalmente mezcladas, y desde este
punto de vista se considera que promueven un mayor bienestar de los mismos
(Rushen et al., 2008).

Sin embargo, estd aceptado que, bajo condiciones de pastoreo, el consumo de
nutrientes (particularmente energia) que las vacas pueden alcanzar es menor respecto
a cuando son alimentadas con racion totalmente mezclada, y en consecuencia, el
potencial de produccion de leche no se aprovecha completamente (Kolver, 2003).
Esta limitacion del consumo potencial se deberia a restricciones de tipo fisicas (i.e.
digestion y pasaje de material por el tracto digestivo), por limitacion de tiempo (i.e.
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 que usan
racion totalmente mezclada, porque las vacas se enfrentan a una situacion donde el
alimento ofrecido puede cambiar rdpidamente tanto en cantidad como en
composicion, y porque pueden ejercer selectividad sobre la pastura ofrecida. Las
vacas en pastoreo presentan costos de energia que no estan presentes en situaciones
de confinamiento y que estan vinculados a las caminatas y a la busqueda y cosecha
del forraje (Kolver, 2003). Adicionalmente, la eficiencia de transferencia de
nitrogeno a leche, que ya es baja en vacas alimentadas con racion totalmente
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mezclada, es alin 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 nitrogeno y
carbohidratos para los microorganismos del rumen (Hoekstra et al., 2007).

Por estos motivos, pero principalmente por las dificultades para alcanzar altos
consumos de materia seca (MS), los animales manejados en sistemas pastoriles son
generalmente suplementados con otros alimentos, como concentrados energéticos o
proteicos, o reservas forrajeras como ensilajes, henolajes o henos, que son ofrecidos
en cantidad variable dependiendo de la disponibilidad de pastura y de los objetivos
productivos. Tradicionalmente, los concentrados son ofrecidos dentro de la sala de
ordefie, mientras que las reservas forrajeras se ofrecen fuera de la misma, en un patio
o playa de alimentacion, o bien sobre una pastura. En términos generales, la
suplementacion de vacas lecheras de alto potencial genético manejadas con una
oferta variable de pasturas tiene efectos positivos sobre el consumo total de los
animales, asi como sobre la productividad de los mismos, aunque la respuesta es muy
variable, dependiendo de factores que involucran tanto al animal (e.g. potencial
genético, etapa de lactancia), como a la pastura (e.g. disponibilidad de forraje,
estructura vertical de la pastura), al tipo de suplemento (e.g. cantidad de suplemento
ofrecido, forma de ofrecerlo), o al ambiente en donde son alimentados (e.g.
competencia en el comedero) (por una revision, ver Bargo et al., 2003).

En particular, cuando la oferta de pastura es limitante, o los requerimientos de
nutrientes son muy elevados, es preciso recurrir al uso de grandes cantidades de
suplementos como forma de sostener altos niveles de produccion de leche,
particularmente concentrados. Bajo el manejo tradicional de suplementacion de vacas
a pastoreo, esto tiene una serie de implicancias productivas: a) el aumento en la
cantidad de alimentos contrastantes que se ofrecen de forma separada puede conducir
a situaciones de asincronia en la oferta de sustratos energéticos y nitrogenados a nivel
de rumen, lo que podria reducir la eficiencia de la poblacion microbiana (Cabrita et
al., 2006), y b) una cantidad muy elevada de concentrados que se ofrecen en
momentos puntuales (i.e. durante cada ordefie) puede conducir a la generacion de un
exceso de acidez a nivel ruminal, que puede desencadenar en procesos de acidosis
sub-aguda o incluso en casos clinicos; esto podria verse exacerbado en caso que las
pasturas tuvieran altos contenidos de azlcares solubles y/o bajos tenores de fibra
efectiva (Bramley et al., 2008).

Alimentacion de vacas lecheras con raciones totalmente mezcladas

Las raciones totalmente mezcladas (RTM) son un sistema de alimentacion donde los
forrajes y alimentos concentrados son completamente mezclados, y de esta forma son
ofrecidos a los animales. El uso de RTM para la alimentacion de vacas lecheras fue
recomendado en paises del Hemisferio Norte (principalmente EEUU y Europa) a
partir de la década de 1960, ya que la mezcla de distintos ingredientes en una unica
racion tiene como ventaja la posibilidad de ofrecer una dieta con un aporte
balanceado de nutrientes y una 6ptima relacion forraje — concentrado, y con minima
posibilidad de seleccion por componentes individuales de la racion (Gill, 1979;
Coppock et al., 1981). Esto determina que la formulacion de la dieta sea mas precisa
cuando se ofrece una RTM que cuando se ofrecen sus ingredientes por separado.
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Sin embargo, el uso de RTM tiene varias desventajas; por ejemplo, requiere el uso de
equipos especiales para la mezcla adecuada y el reparto de la racioén, asi como
instalaciones para la alimentaciéon de los animales, para el tratamiento de los
efluentes generados, y para el almacenamiento de los ingredientes a usar, todo lo cual
supone una inversion en capital. Asimismo, en este sistema de alimentacion es
altamente recomendable la diferenciacion de las vacas en lotes para un uso mas
eficiente de la RTM. Estos aspectos pueden llevar a que el uso exclusivo de dietas de
tipo RTM sea anti-econdmico o al menos poco practico de implementar en tambos
con un numero reducido de animales (Gill, 1979; Coppock et al., 1981).

Algunos de los aspectos citados han contribuido a dar al manejo en confinamiento
una imagen mas refiida con las buenas practicas ambientales respecto a la
alimentacion a pastoreo (Soder & Rotz, 2001). Sin embargo, un analisis comparativo
del impacto ambiental de los actuales sistemas intensivos de produccion de leche de
EEUU (basados en el uso de RTM) y los sistemas mas tradicionales (basados en un
mayor uso de pastura) reveld que los primeros requieren una menor cantidad de
animales (-79%), alimentos (-77%), agua (-65%) y tierra (-90%) que los segundos
para producir un billén de kg de leche, y por lo tanto producirian una menor cantidad
de efluentes (-76%), metano (-57%) y 6xido nitroso (-44%) por cada billon de litros
(Capper et al, 2009). Ello sugiere que los sistemas basados en el uso de RTM no
necesariamente son menos “amigables” per se con el ambiente que aquellos que usan
una mayor proporcion de pastura en la dieta.

Alimentacion de vacas lecheras con racion totalmente mezclada y pasturas

En los ultimos afios ha habido un creciente interés por estudiar los efectos de
combinar RTM y pastura para alimentar vacas lecheras. En paises donde la
alimentacion del ganado lechero esta basada principalmente en el uso de RTM, la
inclusion de pasturas permitiria reducir los altos costos asociados a la alimentacion y
manejo de los animales. Por ejemplo, se ha reportado que su inclusion en la dieta de
vacas lecheras alimentadas con una RTM puede resultar en un ingreso econdmico
neto similar, aunque con menores costos totales, y con un menor riesgo economico
inter-anual (Soder & Rotz, 2001). En paises donde los sistemas lecheros son
predominantemente pastoriles, la inclusion de una RTM permitiria incrementar los
niveles de produccion respecto al manejo mas tradicional de incluir suplementos que
se ofrecen de forma separada. En este sentido, Wales et al. (2013) demostraron que,
en vacas alimentadas con una asignacion restringida de pasturas, la respuesta en
términos produccion de leche corregida por energia al aumentar la cantidad
consumida de suplementos (concentrados y reservas forrajeras) fue mayor cuando
¢éstos se ofrecieron como una RTM en lugar de hacerlo de forma separada
(concentrado dentro de la sala de ordefie y reservas forrajeras afuera). Este resultado
fue explicado principalmente por un mayor porcentaje de grasa en el tratamiento con
RTM, asociado a un pH ruminal promedio mayor y mas estable, lo que de acuerdo a
las tedricas mas recientes minimizaria la produccion ruminal de ciertos acidos grasos
trans, como el trans-10, cis-12 CLA, que son potentes inhibidores de la sintesis de
grasa a nivel de la glandula mamaria (Bauman et al., 2008).
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Si bien se reconoce que el consumo y la produccion de vacas lecheras es menor
cuando se alimentan con pasturas respecto a RTM, existen diferencias importantes
entre los estudios publicados. Por lo tanto, se realizé una busqueda bibliografica para
identificar los experimentos publicados y que contaran con las siguientes
caracteristicas: a) debian contar con un tratamiento que ofreciera inicamente RTM,
como testigo, b) debian contar con al menos un tratamiento que hubiera ofrecido
forraje fresco (FF), fuera directamente cosechado por los animales, o bien cortado y
ofrecido en fresco a los mismos, ¢) debian reportar la produccion de leche corregida
por grasa al 4%, o en su defecto debian reportar la informaciéon que permitiera
estimarla, d) debian reportar el consumo de energia neta para lactancia (ENy) total y
de cada alimento por separado (RTM y FF), o en su defecto debian reportar la
informacion que permitiera estimarlo, y e) debian reportar la eficiencia aparente de
uso del alimento (kg leche corregida por grasa al 4%/consumo de ENp), o en su
defecto debian reportar la informacion que permitiera estimarla. Como resultado de
la biisqueda, se consigui6 obtener informacion de 14 experimentos (Cuadro I).
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Cuadro I. Resumen de los experimentos usados para evaluar los efectos del uso de dietas que combinan racién totalmente mezclada (RTM) y
forraje fresco sobre el consumo de energia neta para lactancia, la produccion de leche corregida por grasa, y la eficiencia aparente de uso del

alimento en vacas lecheras

Autor N°de vacas  Dias en lactancia, y Especies predominantes en la Duracion del  Tratamientos evaluados Disefio
por produccion de leche pastura utilizada experimento experimental
tratamiento (kg/d) inicial’ (d)2
Acosta et al. (2010) 8 22-20,6 Medicago sativa, Festuca 75 RTM + pastura DBCA
arundinacea
Bargo et al. (2002a) 15 109 - 44,9 Bromus inermis, Dactylis glomerata 147 RTM + pastura DCA
Dall-Orsolletta et al. (2016) 4 132-19,4 Lolium multiflorum 21 RTM + 6 h de acceso a DCL
pastura
Fajardo et al. (2015) 12-15 1-N/C Festuca arundinacea, Trifolium 70 RTM + 6 09 h de acceso a DBIA
repens, Lotus corniculatus pastura
Kolver & Muller (1998) 8 59 -46,3 Lolium perenne, Trifolium repens, y 28 100% pastura DBCA
otras gramineas templadas perennes
Morales et al. (2010) 5 94 -34,8 Agrostis tenuis, Dactylis glomerata, 21 RTM + 6 0 12 h de acceso DC
Lolium perenne, Trifolium repens a pastura
O’Neill et al. (2011) 24 64 —N/R Lolium perenne 70 100% pastura DBCA
Pomiés (2014) 4 90 - N/R Lolium multiflorum 22 25 0 50% de forraje fresco DCL
en la dieta (base seca)
Salado et al. (2012a) 10 66 - 32,5 Avena sativa 42 25, 50 o0 75% de pastura en DCA
la dieta (base seca)
Salado et al. (2014) 25 53-343 Avena sativa, Medicago sativa 168 25% de pastura en la dieta DCA
(base seca)
Schroeder et al. (2005) 6 117 - N/R Avena sativa 30 100% pastura DC
Soriano et al. (2001) 18 185 - 28,1 Dactylis glomerata, Poa pratensis, 42 RTM + pastura ofrecida DBCA
Trifolium repens AM o PM
Vibart et al. (2008), 6-8 87y 126-324y Lolium multiflorum 56 15, 30 0 45% de pastura en DBCA

experimentos [y II 36,6

la dieta (base seca)

" N/C = No corresponde; N/R = No reportado
2 En el caso de experimentos con diseiios no continuos el dato corresponde a la duracion de cada periodo.

? En todos los experimentos existi6 un tratamiento testigo correspondiente a 100% RTM que no se indica en el cuadro.
Y DCA = Diseiio completamente al azar; DBCA = Disefio de bloques completos al azar; DBIA = Disefio de bloques incompletos al azar; DC = Disefio cruzado; DCL =

Diserio de Cuadrado Latino
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Tomando como base al tratamiento consistente en ofrecer 100% RTM de cada
experimento, se estimo la relacion entre la proporcion de la ENy total consumida que
provenia del FF y las siguientes variables: a) consumo de EN;, b) produccion de
leche corregida por grasa al 4% (LCG), y c) eficiencia aparente de uso de la ENp
(LCG/consumo de ENp) de los tratamientos con inclusion de FF, expresada como
proporcion del tratamiento 100% RTM. Los resultados se reportan en la figura 1.
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Proporcionde la ENy total consumida proveniente del forraje fresco

Figura 1. Relacion entre la proporcion de la energia neta para lactancia (ENy,) total
consumida proveniente de forraje fresco y: (A) la produccion de leche corregida por
grasa al 4% (LCG:; kg/d); (B) el consumo ENy. (Mcal/d); (C) la eficiencia aparente de
uso de la ENp (LCG/Consumo de ENp) de los tratamientos que combinan racion
totalmente mezclada (RTM) y forraje fresco, expresada como proporcion del
tratamiento 100% RTM (testigo), reportada en 14 experimentos
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Efectos sobre el consumo, la produccion y la composicion de la leche

Como se observa en la figura 1, la tendencia general es que a mayor proporcion de
ENy proveniente de FF en la dieta, tanto el consumo de EN como la producciéon de
LCG tienden a disminuir. Es de destacar que en todos los experimentos la calidad del
FF usado, medida a través del contenido de proteina cruda, FDA y/o digestibilidad de
la MS o materia orgénica, puede ser considerada como media a alta o muy alta de
acuerdo a la definicion de Bargo et al. (2003). Hasta un valor aproximado de
inclusion de entre 30 y 40% de ENp proveniente de pastura no habria diferencias
marcadas respecto a la produccion alcanzable a partir de dietas 100% RTM. Sin
embargo, se observa una importante variabilidad en las respuestas entre tratamientos,
lo que a su vez se refleja en la débil relacion entre la eficiencia aparente de
utilizacion de la ENp y la proporcion de ENy, proveniente de pastura en la dieta. Por
ejemplo, en un experimento realizado por Vibart et al. (2008) se reportd que el
aumento en la proporcion de ENp proveniente de raigras anual en estado vegetativo
en una dieta RTM hasta 45% del consumo total de EN no afectd la produccion de
vacas lecheras. Del mismo modo, Morales et al. (2010) no reportaron diferencias en
la produccion de leche de vacas alimentadas unicamente con una RTM, o con
combinaciones de RTM y pastura, ain con niveles de inclusion de ENy, proveniente
de pastura de hasta 35% del consumo total de ENy. Esta informacion coincide con
una encuesta realizada a productores comerciales en EEUU, donde se concluyé que
si bien puede haber una reduccion en la produccion de leche al pasar de un sistema
tipo RTM a uno pastoril, esta reduccion seria pequeiia, en el orden de entre 3 y 5%
(Hanson et al., 1998).

Sin embargo, Vibart et al. (2008), usando la misma pastura que en el trabajo ya
sefalado, pero en un estado mas avanzado de madurez, reportaron que el aumento de
la proporcion de ENy, proveniente de la pastura de 11 a 37% redujo tanto el consumo
total como la produccion de leche. En el mismo sentido, Bargo et al. (2002a)
reportaron que una inclusion de ENp de pastura de 29% redujo el consumo total de
ENL en un 8%, y la produccion de leche corregida por grasa al 4% en un 15%,
respecto a una dieta 100% RTM. Otros autores han reportado disminuciones mas
moderadas en la produccion de leche de vacas alimentadas con RTM y pastura
respecto a solo RTM, del orden de 9%, si bien el porcentaje de la ENp total
consumida que provino de la pastura fue de 34% (Fajardo et al., 2015). Por lo tanto,
es claro que distintos factores pueden estar involucrados en explicar estas diferencias
entre experimentos, vinculados tanto al animal (e.g. potencial genético), como a la
pastura y la RTM (e.g. calidad de alimento y oferta de alimento por animal), o al
manejo de la alimentacion (e.g. la secuencia de oferta de los alimentos), entre otros.

Es resaltable que en los experimentos donde la produccion de leche no fue diferente
entre tratamientos 100% RTM vy los que incluian pastura en distinto grado, el
consumo de MS tampoco fue distinto entre tratamientos (e.g. Vibart et al., 2008;
Dall-Orsoletta et al., 2016). Y viceversa, en aquellos casos donde la inclusion de
pasturas condujo a una depresion del consumo total, esto determind una reduccion en
la produccién de los animales (e.g. Bargo et al., 2002a). Esto concuerda con lo
reportado por Kolver & Muller (1998), quienes estimaron que un 61% de la
diferencia entre sistemas se debe a un menor consumo de MS en vacas alimentadas
con pasturas respecto a RTM.
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Con respecto a los efectos de incluir FF en la dieta de vacas alimentadas con una
RTM sobre el perfil de 4cidos grasos de la leche, los trabajos disponibles coinciden
en sefialar que, a mayor proporcion de FF en la dieta, aumenta el contenido de acidos
grasos considerados beneficiosos para la salud humana. Por ejemplo, Loor et al.
(2003) observaron una mayor concentracion de acido ruménico, vaccénico y
linolénico en la grasa lactea de vacas alimentadas con pastura y RTM respecto a solo
RTM. Del mismo modo, Bargo et al. (2006) reportaron que la concentracion de acido
ruménico y vaccénico en la grasa lactea fue mayor, y la concentracion de acido
miristico y laurico menor, en vacas alimentadas con una dieta a base de RTM y
pastura respecto a una dieta 100% RTM. Vibart et al. (2008) y Salado et al. (2012b)
reportaron aumentos lineales en la concentracion de 4cido ruménico y linolénico en
leche a medida que aument6 la proporcion de FF en la dieta de vacas alimentadas con
una RTM, mientras que los primeros ademas detectaron disminuciones lineales en la
concentracion total de acidos grasos saturados a mayor nivel de inclusion de FF.
Utilizando vacas alimentadas con una RTM, Morales et al. (2010) observaron una
mayor concentracion de acidos grasos insaturados en la grasa lactea, en particular de
acido ruménico, vaccénico y linolénico, a medida que aumentaron las horas de
acceso a una pastura de alta calidad. A nivel nacional, Barca (2016) reportd una
mayor concentracion de acido vaccénico pero no de ruménico en la grasa lactea de
vacas en lactancia temprana alimentadas con una RTM y con 6 0 9 h de acceso a una
pastura, respecto a vacas alimentadas tinicamente con RTM; ademas, las vacas con 9
h de acceso a pastura tuvieron una mayor concentracion de acido linolénico respecto
a los demas tratamientos.

Efectos sobre la digestion y el metabolismo

La mayoria de los estudios citados hasta aqui se han focalizado en variables de tipo
productivo, con menor atencion hacia los procesos de fermentaciéon en rumen, de
digestion y metabolismo de los nutrientes, o de calidad de producto, cuyo
conocimiento es imprescindible para comprender y eventualmente recomendar uno
de estos sistemas de alimentacion. En un experimento realizado por Bargo et al.
(2002b) se reportd que la concentracion de N-NH; ruminal fue menor en vacas
alimentadas solo con RTM o con pastura y RTM, respecto a pastura y concentrado,
aunque no se detectaron diferencias en pH (valor promedio = 5,87), concentraciéon o
perfil de AGV. Adicionalmente, las vacas alimentadas con RTM tuvieron el mayor
consumo de energia, y las del tratamiento pastura y concentrado el menor, siendo el
tratamiento pastura y RTM intermedio. Respecto a las vacas alimentadas con pastura
y concentrado, las alimentadas con pastura y RTM tuvieron una menor concentracion
de urea en plasma y leche, lo que sugiere un mayor aprovechamiento del nitrogeno
ingerido, y por otra parte, una menor concentracion de acidos grasos no esterificados
en plasma, lo que sugiere un mejor balance de energia y una menor movilizacion de
reservas corporales al incluir RTM en dietas con pasturas (Bargo et al., 2002a).

Salado et al. (2012c) realizaron un experimento con vacas lecheras, que fueron
alimentadas con una dieta 100% RTM, o con inclusion progresiva de FF hasta un
75% de la MS consumida total. Los autores no reportaron efecto de los tratamientos
en el pH, la concentracion ruminal de N-NH3 o de AGV, excepto la proporcion de
acido butirico, que se incrementé a medida que aumento el nivel de inclusion de FF
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hasta un 50% de la MS consumida. Tampoco observaron efectos de los tratamientos
sobre la digestibilidad ruminal de ensilaje de maiz, medida con la técnica de
degradabilidad in situ.

Vibart et al. (2010), utilizando fermentadores in vitro, no observaron diferencias en el
pH o concentracion de N-NHj3 entre dietas 100% RTM o con distinta inclusion de FF,
pero reportaron que el incremento de la proporcion de raigras anual en una dieta de
tipo RTM (de 40 a 67%, base seca) resultd6 en aumento lineales en las
concentraciones de AGV y en la digestibilidad total de la dieta, en una disminucion
de la produccion de metano, y un aumento en la sintesis de proteina microbiana;
estos resultados sugieren un mejor aprovechamiento del nitrogeno por los
microorganismos del rumen a medida que aument6 la cantidad de pastura en la dieta.
También usando una metodologia in vitro, Soder et al. (2013) reportaron menores
pH, concentraciones de N-NH3, digestibilidad aparente de la fibra detergente neutro
y digestibilidad verdadera de la materia organica en fermentadores alimentados solo
con RTM respecto a solo con FF; sin embargo, la concentracion total de AGV, y las
proporciones molares de acido acético y propidnico fueron mayores en los
fermentadores con la dieta 100% RTM.

A nivel nacional, Santana et al. (2016) evaluaron en vaquillonas Angus x Hereford el
efecto de la oferta a voluntad a un FF o una RTM durante todo el dia, o una
combinacion de 6 h de acceso a dicho FF y acceso a la RTM durante el resto del dia.
Se reporté un mayor consumo de MS y energia en el tratamiento que combinaba
RTM y FF respecto solo FF, lo que se reflejo en mayores concentraciones sanguineas
de glucosa e insulina en el primer tratamiento. Sin embargo, la digestibilidad de la
MS y la fibra fue menor en los tratamientos que incluian RTM, lo que estuvo
asociado a menores pH en rumen en dichos tratamientos.

En otro trabajo de nuestro equipo, se compar6 la ingestion y la digestion de corderos
en crecimiento consumiendo dietas RTM con diferentes niveles de incorporacion de
alfalfa fresca (Pérez-Ruchel, 2014). A diferencia de otros trabajos ya reportados, a
medida que aument6 el nivel de FF en la dieta aument6 la ingesta total de MS,
alcanzando incluso los mayores consumos los animales a los que se ofrecia solo
alfalfa. Ademas, la inclusion de alfalfa a la dieta aumento el pH y la concentracion de
N-NH3 a nivel ruminal, pero no hubo diferencias en el flujo de proteina microbiana a
duodeno entre tratamientos. Sin embargo, la inclusion de alfalfa a la dieta aument? la
capacidad de fermentacion ruminal cuando el liquido ruminal obtenido de cada
animal fue usado como indculo en pruebas de produccion de gas in vitro.

Como fuera mencionado para la produccion de leche, las diferencias entre
experimentos respecto al impacto de las dietas que combinan RTM y pastura sobre
variables de digestion y metabolismo seguramente se deben a factores multiples. En
este caso, las mismas se deberian no solo a variaciones en la cantidad o la
composicion quimica de la pastura o RTM usada en cada experimento, sino también
a la metodologia usada en cada uno (e.g. métodos in vivo respecto a métodos in vitro)
e incluso la categoria o especie animal (e.g. bovinos respecto a ovinos; vaquillonas
respecto a vacas lecheras).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante el periodo transcurrido entre 1992 y 2013 la producciéon de leche comercial
en Uruguay crecié a una tasa anual de 6%, dejando de ser un sector orientado
unicamente a satisfacer la demanda interna a exportar mas del 60% de la produccion
total de leche. Con un ingreso anual de produccion leche a plantas industriales en
2013 de 2046 millones de litros, y un ingreso por exportaciones por casi 900 millones
de dolares, el sector lechero es el 2° rubro pecuario mads importante en términos
econdmicos, solo superado por la ganaderia de carne. Como contrapartida, el numero
de explotaciones, luego de mantenerse estable hasta mediados de la década del 80’,
se redujo drasticamente durante el periodo restante, pasando de 8900 tambos en 1980
a unos 4400 en 2013, si bien dicha tendencia se habria moderado en los ultimos afios
(DIEA, 2014).

Este importante crecimiento de la produccion lechera de los ultimos afios ocurri6 en
simultdneo con la expansion de otros rubros como la agricultura de secano y la
forestacion, lo que condujo a una fuerte competencia por el recurso suelo, y
determinod una reduccion en el area dedicada a la lecheria, que paséd de alrededor de
1.000.000 ha en 2001 a 811.000 en 2013. Adicionalmente, el tamafio del rodeo
lechero, y especificamente de las vacas en produccion, se mantuvo relativamente
estable en la ultima década (DIEA, 2014). Todo lo anterior indica que el incremento
que tuvo la produccion de leche en Uruguay en los ultimos tiempos fue resultado de
un proceso de intensificacion de los sistemas lecheros. También sugiere que, como
forma de mantener su competitividad, la estrategia de produccion de los mismos
deberia apuntar a continuar intensificando el uso de los recursos disponibles, que
permita un aumento de la produccion por unidad de superficie, manteniendo los
costos por unidad de producto controlados, y de manera sustentable con el ambiente.

La alimentacion tiene un peso muy importante dentro de los costos de produccion de
leche (St-Pierre & Cobanov, 2007), y para los sistemas lecheros de Uruguay, un
componente fundamental de la misma es el pastoreo directo de gramineas y
leguminosas forrajeras. Debido a que en nuestro pais una alta proporcion de las vacas
pare en otofio e¢ invierno, el comienzo de la lactancia, y por tanto de mayores
requerimientos de nutrientes, coincide con el momento de menor oferta de pastura,
debido al bajo crecimiento de la misma en estas estaciones. Incluso en situaciones
donde el crecimiento de las pasturas es adecuado, es posible que las vacas no sean
capaces de consumir los nutrientes necesarios para satisfacer todos sus
requerimientos y asi expresar su potencial genético, el cual ademés ha crecido de
forma importante en los ltimos afios (Meikle et al., 2013). Por lo tanto, en estas
situaciones es imprescindible el uso de suplementos, como concentrados o reservas
forrajeras (henos o ensilajes), como forma de cubrir los requerimientos de nutrientes
de los animales.

Tradicionalmente, los concentrados son ofrecidos dentro de la sala de ordefie,
mientras que las reservas forrajeras se ofrecen fuera de la misma, en un patio o playa
de alimentacion, o bien sobre una pastura. Sin embargo, trabajos realizados en el pais
demuestran que, incluso con estas estrategias de suplementacion, los animales
generalmente no cubren totalmente sus requerimientos, y por tanto no pueden
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explotar todo su potencial genético y ven resentido su desempefio tanto productivo
como reproductivo (Meikle et al., 2004; Cavestany et al., 2005). Asimismo, y segun
la investigacion nacional, incluso en los sistemas mas intensivos ya se estarian
explorando “techos” de produccion a partir de la tecnologia disponible, donde la
oferta de pasturas que son suplementadas con concentrados y/o reservas forrajeras
que se ofrecen en distinto momento del dia ya no seria suficiente para seguir
incrementando los niveles de produccion (Duran, 2004). En particular, el incremento
en la cantidad de suplemento ofrecido como forma de cubrir la demanda de vacas de
alta produccion puede causar problemas de salud a los animales, como la acidosis,
que pueden comprometer la respuesta productiva de los mismos (Bramley et al.,
2008), o reducir la eficiencia de utilizacion del alimento, con el consiguiente
aumento de costos (Stockdale, 2010).

Por lo tanto, surge la necesidad de explorar nuevas alternativas de suplementacion de
vacas lecheras de alta produccion manejadas en sistemas pastoriles, como una
posible estrategia para continuar intensificando la produccion. En este marco, y a
partir de la informacion revisada en la literatura nacional e internacional, podria
hipotetizarse que la utilizacion simultanea de una RTM balanceada (en términos de
aporte de nutrientes) y FF, podria ser una alternativa promisoria al tradicional uso de
concentrados y reservas forrajeras que se ofrecen por separado, como forma de
alimentar al rodeo lechero. Por una parte, el uso de una RTM permitiria: a) una
mayor precision en la formulacion de la dieta; b) ofrecer una dieta con un aporte
balanceado de nutrientes; c¢) incrementar el consumo total de nutrientes, lo que
permitiria incrementar la produccion individual; d) lograr una mayor independencia
de las variaciones climaticas, que son quienes determinan la produccion de forraje de
un predio. A su vez, la inclusion de FF permitiria: a) mantener altos niveles de
compuestos considerados nutracéuticos, o con beneficioso sobre la salud humana
(e.g. acidos grasos insaturados), b) mantener costos bajos de produccion, y c)
aprovechar las ventajas intrinsecas que brinda la alimentacién con FF en términos de
bienestar de los animal. En conjunto, la posibilidad de implementar estrategias de
alimentacion que combinan RTM y FF permitiria incrementar la produccion de leche
de los tambos y el ingreso de los productores lecheros, respecto a estrategias mas
tradicionales de uso de los suplementos.

La variable concreta que se propone estudiar en este proyecto es el tiempo de acceso
a un FF de alta calidad, ya que es una medida de manejo simple, que puede ser
adoptada sin problemas por los productores lecheros. Hay que sefialar que, si bien
actualmente muchos productores durante situaciones de déficit de forraje, adoptan
estrategias de alimentacion del rodeo lechero que en muchas ocasiones incluyen
alglin tipo de combinacion de alimentacion a base de RTM y FF, a la fecha no existe
informacion clara que permita orientar a los productores sobre la forma de
implementar de forma Optima estas practicas de alimentacion.
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HIPOTESIS

La inclusion de un forraje fresco de alta calidad en la dieta de vacas alimentadas con
una racion totalmente mezclada determinara cambios a nivel del comportamiento, la
ingestion y digestion de los nutrientes, que se reflejaran en la produccion y
composicion de la leche, asi como en distintos metabolitos y hormonas indicadores
del estado energético y proteico de los animales.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del tiempo de acceso a un forraje fresco de alta calidad sobre el
aprovechamiento digestivo y metabolico de los nutrientes, y la produccion de vacas
lecheras alimentadas con una racion totalmente mezclada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar, en vacas lecheras alimentadas con una racion totalmente mezclada, el efecto
del tiempo de acceso a un forraje fresco de alta calidad sobre:

El comportamiento ingestivo

El consumo de nutrientes

La produccion, la composicion, y el perfil de acidos grasos de la leche
La digestibilidad aparente de los nutrientes

La tasa de pasaje de la digesta

La fermentacion ruminal y el flujo de nitrégeno microbiano a duodeno
La eficiencia bruta de uso de los nutrientes

La concentracion plasmatica de glucosa, urea, insulina y glucagon

PN R WD -
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ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Para testear la hipotesis planteada, se disefid un experimento que fue realizado con
vacas en produccion, con el objetivo de estudiar el efecto de dietas que combinan
forraje fresco y racion totalmente mezclada sobre la produccion y el
aprovechamiento digestivo y metabolico de los nutrientes. Los resultados
correspondientes a los objetivos especificos 2 y 3 fueron publicados en el siguiente
articulo, que se presenta en los anexos como Publicacion 1.

Mendoza A, Cajarville C, Repetto JL. (2016). Short communication: Intake,
milk production, and milk fatty acid profile of dairy cows fed diets combining
fresh forage with a total mixed ration. J Dairy Sci 99:1938-1944.

Los resultados correspondientes a los objetivos especificos 4, 5, 6, 7 y 8 fueron
publicados en el siguiente articulo, que se presenta en los anexos como Publicacion
1L

Mendoza A, Cajarville C, Repetto JL. (2016). Digestive response of dairy
cows fed diets combining fresh forage with a total mixed ration. J Dairy Sci
http://dx.doi.org/10.3168/jds.2016-11023 (aceptado para su publicacion).

Los resultados correspondientes al objetivo especifico 1 fueron enviados a publicar
en el siguiente manuscrito, que se presenta en los anexos como Publicacion I11.

Mendoza A, Cajarville C, Repetto JL. (2016). Intake rate and behavior of
dairy cows fed a total mixed ration and fresh forage. New Zeal J Agric Res
(enviado, bajo revision). Codigo de referencia del manuscrito: NZJA-2016-
0192.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento reportado en esta tesis fue realizado en la Unidad de Digestion y
Metabolismo Ruminal de los Departamentos de Bovinos y Nutricion Animal, sito en
el Campo Experimental N°2 de Facultad de Veterinaria (Ruta 1, km 42,5) de la
Universidad de la Reptblica (UDELAR). El mismo fue realizado de acuerdo a las
normas establecidas por la Comision Honoraria de Experimental Animal de la
UDELAR. Los analisis de composicion quimica de los alimentos fueron realizados
en el Laboratorio de Nutricion Animal de Facultad de Veterinaria (UDELAR). Los
analisis de hormonas y metabolitos en sangre fueron realizados en los Laboratorios
de Técnicas Nucleares, y de Nutricion Animal de Facultad de Veterinaria
(UDELAR). Los analisis de composiciéon quimica y metabolitos en orina y heces
fueron realizados en el Laboratorio de Nutricion Animal de Facultad de Veterinaria
(UDELAR). Los andlisis de composicion de leche fueron realizados en el
Laboratorio de Calidad de Leche de INIA “La Estanzuela”, y los analisis de cromo
en heces fueron realizados en el Laboratorio de Suelos, Plantas y Agua de INIA “La
Estanzuela”.

Animales y tratamientos

Se seleccionaron 9 vacas Holstein del rodeo del Campo Experimental, con
experiencia previa de pastoreo, y que tenian canulas a nivel ruminal. Las vacas
fueron bloqueadas en 3 cuadrados de acuerdo a su peso vivo (572 + 76 kg [media +
desvio estandar]), produccion a 305 d en la lactancia previa (7079 + 1226 kg), dias en
lactancia (100 £ 25) y paridad (4,3 + 1,2). Dentro de cada cuadrado, fueron asignadas
al azar a secuencias de tratamientos de acuerdo a un disefio de Cuadrado Latino 3 x
3, replicado 3 veces. Cada periodo experimental tuvo una duracion de 20 d, con los
primeros 10 d dedicados a la adaptacion de los animales a los tratamientos, seguidos
de 10 d para la colecta de datos y muestras.

Los tratamientos evaluados compararon distintos tiempos de acceso a un forraje
fresco (FF) en vacas alimentadas con una dieta base de racion totalmente mezclada
(RTM), segun se muestra a continuacion:

TO: 0 h de acceso a FF y 24 h de acceso a RTM
T4: 4 h de acceso a FF y 20 h de acceso a RTM
T8: 8 h de acceso a FF y 16 h de acceso a RTM

Las vacas se alojaron en bretes individuales (2,0 x 1,3 m) con cama de arena, un
comedero y un bebedero, ubicados en un establo con iluminacion natural. Se
ordefiaron dos veces al dia, a las 0700 y 1800 h. Se formuld una unica RTM para
cubrir los requerimientos de una vaca de 600 kg produciendo 30 kg/d de leche, que
fue ofrecida a todos los animales. El forraje (Lolium multiflorum; var. INIA Bakarat)
usado en T4 y T8 fue obtenido del mismo potrero. Fue sembrado (15 kg/ha) el 3 de
marzo de 2011 y fue fertilizado a la siembra con 27 kg/ha de N y 69 kg/ha de P como
fosfato diamonico. El potrero fue dividido en 3 piquetes, y cada uno fue usado en
cada periodo. Cada potrero fue cortado aproximadamente 30 d antes del inicio de
cada periodo a una altura de 5 cm para permitir un periodo de rebrote similar; luego
de cada corte se aplicaron 28 kg de N como urea. La disponibilidad de forraje
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promedio para los 3 periodos fue 2413 + 552 kg MS/ha. Todo el forraje usado en el
experimento estaba en estado vegetativo, con una altura al ras de suelo de entre 20 y
25 cm. El forraje fue cortado diariamente con una segadora de discos, a una altura de
10 cm. Los ingredientes de la RTM, y la composiciéon quimica de la RTM y el FF se
presentan en el cuadro II.

Cuadro II. Ingredientes y composicion de nutrientes (desvio estandar entre
paréntesis) de la racion totalmente mezclada (RTM) y el forraje fresco (expresados
como % de la materia seca (MS), salvo que se indique otra cosa)

Item RTM Forraje fresco

Ingredientes de la RTM
Ensilaje de maiz 45,2 -
Grano de maiz molido 31,6 -
Harina de soja 21,3 -
Premezcla de aditivos' 1,94 -
Premezcla de vitaminas y minerales® 0,04 -

Composicion de nutrientes’
MS, % tal cual ofrecido 35,8 (2,9) 15,3 (0,7)
MO 92,0 (0,3) 90,1 (0,2)
FDN 40,3 (3,3) 47,1 (2,6)
FDA 22,9 (0,8) 26,5 (2,2)
LDA 2,7(0,3) 4,4 (0,7)
CNF 34,0 (3,0) 23,7 (2,1)
EE 1,8 (0,3) 2,3(0,1)
PC 16,1 (0,3) 17,1 (0,9)
NIDN 0,55 (0,07) 1,32 (0,07)
NIDA 0,19 (0,02) 0,23 (0,04)
ENL, Mcal/kg de MS 1,55 (0,04) 1,46 (0,01)

Distribucion del tamafio de particulas,
% en base fresca

>19 mm 2,8(0,9) -
8 to 19 mm 50,5 (0,3) -
1,8 to 8 mm 40,4 (1,5) -
<1,8mm 6,3 (0,3) -

TProveyé (por kg de MS): 6 g de bicarbonato de sodio, 4 g de fosfato dicdlcico, 3 g de urea, 2 g de
carbonato de calcio, 2 g de sal, 2 g de oxido de magnesio, y 0,4 g de un adsorbente de micotoxinas.
Proveyé (por kg de MS): 0,85 g de Cu, 2,6 g de Zn, 0,9 g de Se, 1,0 g de Mn, 23 mg de I, 3 mg de Co,
63700 Ul de vitamina A, 12700 Ul de vitamina D, y 250 Ul de vitamina E.

MO = materia orgdanica;, FDN = fibra detergente neutro;, FDA = fibra detergente dacido; LDA =
lignina detergente dcido;, CNF = carbohidratos no fibrosos;, EE = extracto al éter; PC = proteina
cruda; NIDN = nitrogeno insoluble en detergente neutro; NIDA = nitrogeno insoluble en detergente
dcido,; EN, = energia neta para lactancia

El FF fue ofrecido sin picar a los animales en los tratamientos T4 y T8 entre las 0800
y 1200 h, y entre las 0800 y 1600 h, respectivamente. Para asegurar que la
disponibilidad de alimento no fuera limitante en ningin momento, el comedero fue
periddicamente revisado cada 30 min, y se agregd mas alimento en caso de ser
necesario. De 1200 a 0800 h, y de 1600 a 0800 h, las vacas T4 y T8,
respectivamente, tuvieron acceso a la RTM, que fue ofrecida de la misma forma que
para el FF. Las vacas TO tuvieron acceso ad libitum a RTM todo el dia. Cada dia, a
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las 0800 h (que de aqui en mas sera referido como hora 0), el alimento remanente de
las 24 h previas fue retirado del comedero, y nuevo alimento fue ofrecido (RTM o
FF, dependiendo del tratamiento).

La informacion meteoroldgica fue obtenida de una estacion meteoroldgica situada a
18 km del sitio experimental. Las temperaturas medias medidas a una altura de 2 m
durante el periodo 1, 2 y 3 fueron 8,5, 9,5 and 11,0 °C, respectivamente. La salida del
sol ocurri6 a las 0753 y la puesta de sol ocurri6 a las 1742 h en el primer dia del
periodo 1, y en el ultimo dia del periodo 3, la salida de sol ocurrié a las 0717 hy la
puesta de sol a las 1819 h. Las luces en el establo fueron encendidas desde el
atardecer (aproximadamente a las 1800 h) hasta las 2100 h.

Mediciones
Comportamiento

El dia 11 de cada periodo, los comportamientos fueron registrados por 3
observadores usando un muestreo instantdneo de vacas individuales con intervalos de
registro de 5 minutos (Martin & Bateson, 1993) durante 12 h consecutivas a partir de
las 0800 h, lo que result6é en 144 observaciones por vaca y periodo. El intervalo entre
puntos de muestreo fue tomado de Hirata et al. (2002). Cada observador registr6 los
comportamiento de las 9 vacas simultineamente, durante 4 h consecutivas. Los 3
observadores fueron entrenados juntos antes del comienzo de cada periodo para que
se familiarizaran con el etograma usado en el experimento, y para evaluar la
consistencia entre observadores en la evaluacion de los comportamiento, que se
definieron de la siguiente forma: come (i.e. tomar con la boca y masticar RTM o FF),
rumia (i.e. masticar bolos de alimento regurgitados), bebe (i.e. poner la boca en el
bebedero e ingerir agua) y otros (i.e. no se demuestra ninguno de los
comportamientos anteriores). La proporcion de cada evento de comportamiento por
hora fue calculado como una fraccion del total de observaciones. Debido a la baja
proporcion de “bebe” (< 0,02), este comportamiento fue incluido en “otros”.

Consumo

En cada periodo, el consumo diario fue medido entre el dia 13 y 20 por diferencia de
peso entre la cantidad de alimento ofrecido y rechazado. Antes de las 0800 h, la
cantidad de RTM rechazada por las vacas en todos los tratamientos fue pesada, y a
las 1200 y 1600 h, la cantidad de FF rechazado en los tratamientos T4 y T8,
respectivamente, fue pesada. Se tomaron muestras de RTM y FF ofrecidos a las
0800, 1200 y 1600 h, y se conformdé una muestra compuesta por dia. Para las
muestras de RTM, se evalud la distribucion del tamafio de particulas usando un
separador de particulas de Penn State (Kononoff et al., 2003) (Cuadro II).
Aproximadamente 20% de los rechazos de alimentos (RTM o FF) de cada vaca
fueron muestreados. Todas las muestras fueron congeladas a -20 °C hasta su posterior
analisis. En el dia 12 de cada periodo, la tasa de consumo de MS (TCMS) fue
calculada como la diferencia entre la cantidad de alimento ofrecido y rechazado, que
fue medido a cada hora durante 12 h consecutivas a partir de las 0800 h. Cada vez
que se realizo esta medicion se hizo en menos de 1 minuto para evitar interferir con
el comportamiento ingestivo de los animales. Para calcular la TCMS, se determind el

26



contenido de MS en muestras de alimentos tomadas cada 2 h entre las 0800 y las
1800 h, para considerar los posibles cambios en el contenido de MS de los alimentos.
El contenido de MS de cada muestra fue usado para estimar la MS de cada alimento
ofrecido durante las siguientes 2 h. El consumo de agua fue medido por entre los dias
11 y 13 de cada periodo por diferencia de peso entre la cantidad de agua ofrecida y
rechazada. El consumo total de agua fue calculado como la suma del consumo de
agua de bebida mas el consumo de agua a partir de cada alimento.

Todas las muestras de alimento ofrecido y rechazado fueron secadas en estufa de aire
forzado a 60 °C y luego fueron molidas con una malla de 1 mm en un Molino Wiley
(Arthur H. Thomas Co., Philadelphia, EEUU). Las muestra de alimentos fueron
analizadas para MS, cenizas, nitrogeno total y EE (AOAC, 1990; métodos ID 934.01,
ID 942.05, ID 955.04, ID 920.39, respectivamente), fibra detergente neutro (FDN;
usando a-amilasa termo-estable y sulfito de sodio), fibra detergente acido (FDA) y
lignina detergente acido (LDA) (Van Soest et al., 1991), expresados sin ceniza
residual, y nitrégeno insoluble en detergente neutro (NIDN) y acido (NIDA) (Licitra
et al., 1996). El contenido de proteina cruda (PC) fue estimado como N x 6,25. El
contenido de MO fue estimado como la diferencia entre la MS y el contenido de
cenizas. La concentracion de carbohidratos no fibrosos (CNF) se estimé como 100 —
(% FDN + % PC + % EE + % cenizas) (NRC, 2001). La concentracion de ENp de
cada alimento fue calculada de acuerdo al NRC (2001) usando informaciéon de la
composicion quimica de los alimentos, del consumo real y de las caracteristicas
individuales de cada vaca en cada periodo.

El balance de energia (BE) diario fue estimado entre el dia 13 y 20 de cada periodo
como BE (Mcal ENy/d) = consumo de energia (Mcal ENy/d) — [requerimiento de
mantenimiento (Mcal ENp/d) + requerimiento de lactancia (Mcal ENy/d)]. El
consumo de energia fue calculado como: consumo de MS x concentracion de EN en
los alimentos. Los requerimientos de energia fueron calculados segiin el NRC (2001).
De manera resumida, los requerimientos para mantenimiento se calcularon como:
0,08 x peso vivo””. El peso vivo de cada animal fue medido con una balanza digital
al inicio y al final de cada periodo, y el promedio para cada periodo fue usado en los
calculos. El requerimiento para lactancia fue calculado como: produccion de leche x
(0,0929 x % grasa + 0,0547 x % proteina + 0,0395 x % lactosa), usando los valores
promedio de composicion de leche para cada periodo, segiin se describe en el
siguiente capitulo. Los requerimientos para gestacion y crecimiento no fueron
considerados debido a que las vacas no estaban gestando y se encontraban al menos
en su tercera lactancia. La eficiencia bruta de uso de la energia para produccion de
leche fue calculada como: rendimiento de ENy. en leche/consumo de ENy.

Produccion y composicion de leche

La produccion de leche fue registrada diariamente en cada periodo. La produccion de
leche corregida por grasa al 3,5% (LCG) fue calculada segin Tyrrell & Reid (1965),
y la eficiencia bruta de uso del alimento para produccion de leche fue calculada
como: LCG/consumo de MS. Entre el dia 14 y 19 de cada periodo, se obtuvieron
muestras individuales de leche de cada ordefio con bronopol como conservante. Las
muestras se almacenaron a 4 °C hasta 6 h y fueron usadas para determinar el
contenido de grasa, proteina, caseina total, lactosa y N ureico por andlisis de infra-
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rojo medio con un equipo Bentley Model 2000 (Bentley Instruments Inc., Chaska,
EEUU). Se tomaron 2 muestras adicionales de leche (sin conservante) en ambos
ordefios del dia 14 de cada periodo, que fueron almacenadas a -20 °C hasta ser
analizadas para determinar el perfil de acidos grasos.

Para el analisis de los 4cidos grasos de la leche, las muestras se dejaron descongelar a
temperatura ambiente, y los lipidos de la leche se separaron de acuerdo a la técnica
propuesta por Feng et al. (2004). Brevemente, 20 mL de leche fueron centrifugados a
17.800 g durante 30 minutos a 4°C. La capa de grasa fue transferida a un microtubo y
se dejo a temperatura ambiente durante 20 a 30 minutos hasta que se derritio, siendo
luego centrifugado a 19.300 g durante 20 min a temperatura ambiente. Luego, la capa
superior de grasa fue colectada para su posterior analisis. Una alicuota de 50 mg de
grasa de leche fue disuelta en 100 pL de hexano, seguido por la esterificacion con
100 pL de hidroxido de potasio 2N en metanol, para obtener los ésteres metilicos de
acidos grasos. Para la determinacion del perfil de acidos grasos se usaron 10 pL de la
capa superior. Los ésteres metilicos de acidos grasos fueron separados y
cuantificados usando un cromatografo de gases (Agilent 7890A GC System, Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, EEUU) equipado con un detector de espectrometria
de masa de impacto de electrones (Agilent 5975C MSD) y una columna capilar de 60
m de 70% cianopropil (equiv) polisilfenilen-siloxano (250-um i.d., espesor del film
de 0,25-um; Thermo Scientific Inc, Marietta, EEUU). El gas portador fue helio, y la
tasa de flujo a través de la columna fue 1,0 mL/min. La temperatura del inyector (con
una relacion de corte de 100:1) se fijo en 250 °C. Se uso6 el siguiente gradiente de
temperatura: la temperatura inicial de la columna (40 °C) se mantuvo por 0,5 min y
luego se incrementd a 25°C/min hasta 175 °C, se mantuvo por 10 min y luego se
increment6 a 5°C/min hasta 210°C, se mantuvo por 5 min y luego se incremento a
5°C/min hasta 230°C, y luego se mantuvo por 5 min. Los &cidos grasos se
identificaron comparando sus tiempos de retencion con los siguientes estandares de
¢steres metilicos de acidos grasos: 37 Component FAME Mix (47885, Supelco,
Bellefonte, EEUU), trans-11-octadecenoic methyl ester (46905-U, Supelco,
Bellefonte, PA), y octadecadienoic acid, conjugated methyl ester (05632, Sigma-
Aldrich, St. Louis, EEUU), y aquellos almacenados en la biblioteca del NIST
(National Institute of Standards and Technology, US Government library). Los
acidos grasos se reportaron como g por cada 100 g de acidos grasos total. El indice
A’-desaturasa se calculé de la forma descrita por Kelsey et al. (2003), y el indice de
aterogenicidad se calcul6 de la forma descrita por Ulbricht & Southgate (1991).

Digestibilidad

Durante los dias 12 y 13 de cada periodo, se tomaron 2 muestras puntuales de heces
de cada vaca, a las 0200 y 1400 h (aproximadamente + 4 h respecto al comienzo de
la primera sesion de alimentacion diaria). Se colectaron 200 g de heces directamente
del recto, que fueron secados en una estufa de aire forzado a 60 °C durante 72 h. Las
muestras se molieron con una malla de 1 mm en un Molino Wiley (Arthur H.
Thomas Co., Philadelphia, EEUU), y se form6 una muestra compuesta por vaca y
periodo mezclando cantidades iguales de MS de cada sub-muestra. Las muestras
compuestas de heces fueron analizadas para MS, cenizas, FDN, FDA y N total de la
forma descrita previamente. Las muestras compuestas de heces, junto a muestras de
RTM y FF (tanto ofrecidas como rechazadas), también fueron analizadas para
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determinar la concentracion de FDN indigestible (FDNi), para estimar la
digestibilidad aparente de los nutrientes en todo el tracto digestivo, de la forma
descrita por Huhtanen et al. (1994). De forma resumida, las muestras secas de heces,
RTM y FF fueron molidas con una malla de 2 mm, y 6 g de cada muestra se pusieron
en bolsas de nylon (Ankom Technology Corporation, Macedon, EEUU) de 22 x 10,5
cm, con un tamafio de poros de 50 pm, y una relacion entre el tamafio de muestra y el
area de la bolsa de 13 mg/cm®. Todas las bolsas se incubaron por 288 h consecutivas
en el rumen de 2 vacas secas que consumian una dieta consistente en (datos
expresados en base seca): heno de Setaria italica (60%), grano de maiz con alta
humedad (25%), harina de soja (13%) y una mezcla de vitaminas y minerales (2%).
Luego de la incubacion, las bolsas se lavaron con agua durante 15 min, y se secaron
en estufa de aire forzado a 60 °C por 72 h. Se determiné el contenido de FDN en los
residuos de la forma ya descrita. La emision de heces fue estimada para cada animal
como: consumo diario de FDNi/concentracion de FDNi en heces. Los coeficientes de
digestibilidad aparente para MS, MO, FDN, FDA y N total se calcularon como:
([ingestion (g/d) — excrecion en heces (g/d)]/ingestion (g/d)) x 100.

Tasa de pasaje

La tasa de pasaje de particulas largas se estimé usando fibra marcada con Cr. La fibra
marcada con Cr se prepard a partir de heno de alfalfa de la forma sugerida por Udén
et al. (1980), resultando en un material con 1,99% de Cr (base seca). Las dietas
experimentales no aportaban Cr suplementario. En el dia 14 de cada periodo, a las
0800 h, 150 g de la fibra marcada se administraron de forma oral a cada animal en
una Unica dosis, y se tomaron muestras de heces directamente del recto a las horas 0,
6,9, 12, 24, 30, 34, 38, 42, 48, 60, 72, 96, 120 y 144 luego de la dosificacion del
marcador. Las muestras de heces fueron congeladas a -20°C hasta su posterior
analisis. Una vez descongeladas a temperatura ambiente, las muestras se secaron en
una estufa de aire forzado a 60 °C y se molieron con una malla de 1 mm en un
Molino Wiley (Arthur H. Thomas Co., Philadelphia, EEUU). Las muestras se usaron
para determinar la concentracién de Cr en un espectofotometro de absorcion atomica
(Perkin Elmer 3300, Perkin Elmer, Wellesley, EEUU) segtin el método de Williams
et al. (1962). Las curvas individuales de excrecion de Cr se ajustaron al siguiente
modelo de compartimientos multiples propuesto por Dhanoa et al. (1985):

Y=Axexp(—kixT)xexp {—~(n—2)exp [-(ko—k;) T]}

donde Y (mg/kg MS) es la concentracion del marcador en heces al tiempo t (h); T=t
— TT donde TT es el tiempo de transito o tiempo de retraso (h) entre la
administracion del marcador y su primera aparicion en heces; k; (h™) es la tasa de
pasaje desde el reticulo-rumen; k, (h™") es la tasa de pasaje desde el ciego-colon; A es
un parametro de escala dependiente de k;; y N es el nimero de compartimiento en el
modelo. El tiempo medio de retencion en reticulo-rumen (TMRR) y en ciego-colon
(TMRC) fueron calculados como 1/k; and 1/k,, respectivamente. El tiempo medio de
retencion total (TMRT) fue calculado como TMRT = TMRR + TMRC + TT
(Colucci et al., 1990).
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Fermentacion en rumen

Durante el dia 19 de cada periodo, se tomaron muestras de liquido ruminal de cada
vaca a cada hora durante 24 h consecutivas. El liquido ruminal fue obtenido de
distintos sitios del rumen, y fue filtrado a través de 2 capas de tela de queseria. El pH
fue medido inmediatamente usando un pH-metro digital (EW-05991-36, Cole
Parmer, Vernon Hills, EEUU). Una muestra de 10 mL de liquido ruminal fue
conservada en 0,2 mL de H,SO4 6,6, M para realizar analisis de N-NHj3, y otra
muestra de 0,5 mL fue conservada con 0,5 mL de HCIO4 0,1 M para realizar analisis
de AGV. Todas las muestras se almacenaron a -20 °C hasta ser analizadas. Para la
determinacion de N-NH; las muestras fueron descongeladas a temperature ambiente
y analizadas por destilacion directa usando tetraborato de sodio y titulacion con HCI1
0,05 M (Preston, 1995). Para la determinacion de AGV solo se usaron las muestras
obtenidas a las horas 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12. Las muestras se descongelaron a
temperatura ambiente, fueron centrifugadas a 10.000 g a 4 °C por 15 minutos, y
analizadas en un equipo HPLC (Dionex Ultimate 3000, Sunnyvale, EEUU) de la
forma descrita por Adams et al. (1984), usando una columna Acclaim Rezex Organic
Acid H+ (8%), de 7,8 x 300 mm, y ajustada a 210 nm. Las concentraciones de acido
acético, propionico y butirico se reportaron en unidades de concentracion y como
proporciones molares, considerando a los AGV totales como la suma de las
concentraciones de acidos acético, propionico y butirico.

Flujo de nitrogeno microbiano a duodeno y utilizacion del nitrogeno

Durante los dias 12 y 13 de cada periodo, se tomaron 2 muestras puntuales de orina
de cada vaca, a las 0200 y 1400 (aproximadamente + 4 h respecto al comienzo de la
primera sesion de alimentacion diaria). La orina fue obtenida por estimulacion sub-
vulvar, y cada muestra de 15 mL fue acidificada con 60 mL de H,SO4 0,072 N, y
fueron almacenadas a -20 °C. Las muestras fueron descongeladas a temperatura
ambiente, filtradas con un filtro de papel Whatman 1, y se usaron para determinar la
concentracion de derivados de purinas (DP): alantoina y acido urico, de la forma
descrita por Balcells et al. (1992). Se usé un equipo HPLC (Dionex Ultimate 3000,
Sunnyvale, EEUU), usando una columna Acclaim, C18, 5 pm, con una columna 4,5
x 250 mm ajustada a 205 nm. La concentracion de alantoina en leche no se analizo.
Las muestras de orina también fueron analizadas para determinar la concentracion de
creatinina con una kit comercial (Wiener Laboratorios, Rosario, Argentina) en un
equipo Vitalab Selectra 2 Autoanalyser (Vital Scientific, Dieren, Paises Bajos). El
coeficiente de variacidn intra-ensayo fue menor a 10%. La cantidad de DP excretadas
(mmol/d) se calculd como el cociente entre las concentraciones de DP y creatinina en
las muestras puntuales, multiplicado por la excrecion de creatinina, que se estimo
asumiendo una tasa de excrecion diaria de creatinina de 29 mg/kg de peso vivo
(Valadares et al., 1999).

El flujo de N microbiano (g/d) a duodeno fue estimado de la forma descrita por Chen
y Gomes (1992), excepto que se us6 una relacion de N en purinas / N microbiano de
0,134 (Valadares et al., 1999). La eficiencia de uso de N para la sintesis de N
microbiano fue calculado como: (flujo de N microbiano/consumo total de N) x 100.
La eficiencia bruta de uso del N alimentario para produccion de leche se calculo
como: (excrecion de N en leche/consumo total de N) x 100. El contenido de N en
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leche se estimdé como: % proteina en leche/6,38 (NRC, 2001). Las muestras
compuestas de orina por vaca y periodo fueron analizadas para determinar su
contenido de N de la forma ya descrita para estimar la excrecion urinaria de N.

Metabolitos y hormonas en sangre

Durante el dia 20 de cada periodo, se tomaron muestras de sangre por veno-puncion
yugular a las horas 0, 2, 4, 6, 8 and 10, en tubos sin conservantes. Los tubos se
dejaron a temperatura ambiente durante 2 h, luego se pusieron en un refrigerador a
4°C por 1 h mas, y luego fueron centrifugadas (3000 g durante 20 min a temperatura
ambiente), y se separ6 el suero, que fue almacenado a -20 °C hasta determinar la
concentracion de insulina y urea. Otra muestra de sangre fue colectada en tubos con
Na,-EDTA (Wiener Laboratorios, Rosario, Argentina), a los que inmediatamente se
agregd aprotinina (500 KIU/mL of blood; Laboratorio Rivero, Buenos Aires,
Argentina) y se mezcld suavemente. Los tubos se mantuvieron en hielo hasta ser
centrifugados a 3000 g por 20 minutos a temperatura ambiente. El plasma se colectd
y se almaceno a -20°C hasta determinar la concentracion de glucagéon. Una muestra
adicional fue colectada en tubos con NaF y Na,-EDTA (Wiener Laboratorios,
Rosario, Argentina), que se centrifugaron inmediatamente a 3000 g durante 20
minutos, luego de lo cual el plasma fue separado y almacenado a -20°C hasta
determinar la concentracion de glucosa. Las concentraciones de urea en suero y
glucosa en plasma se determinaron con un espectrofotometro (Unico S1200, United
Products & Instruments Inc, Dayton, NJ) usando kits comerciales (urea:
urease/salicilate; BioSystems S.A., Barcelona, Espafia; glucosa: glucose
oxidase/peroxidase; BioSystems S.A., Barcelona, Espana). El coeficiente de
variacion intra-ensayo para los controles bajo y alto fue menor de 10% en ambos
analisis. Las concentraciones de insulina fueron determinadas con un ensayo inmuno-
radiométrico (Diasource Immuno Assays, Nivelles, Bélgica), y el coeficiente de
variacion intra-ensayo fue 6,8% y 9,5% para los controles bajo (28,2 pUI/mL) y alto
(103,4 pUI/mL), respectivamente. La concentracion de glucagén en plasma se
determin6 con un radio-inmunoensayo secuencial (Siemens Healthcare Diagnostics
Inc., Los Angeles, EEUU), y el coeficiente de variacion intra-ensayo fue 8,5% y
12,9% para los controles bajo (66,6 pg/mL) y alto (235,4 pg/mL), respectivamente.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos fue realizado con el software SAS (version 9.1,
SAS Institute Inc., Cary, NC). Los datos de consumo de MS y nutrientes, la
produccion y composicion de leche, la eficiencia de uso de los nutrientes se
promediaron por periodo antes de su analisis. Estos resultados, junto a los de BE,
digestion de nutrientes, flujo de N microbiano y tasa de pasaje, fueron analizados
usando el procedimiento PROC MIXED con el siguiente modelo:

Yim=p + G+ VG + P + T + i,

donde Yjju es la variable dependiente; C; es el efecto aleatorio del cuadrado (i=1 a
3); V;C; es el efecto aleatorio de la vaca anidada en el cuadrado (j =1 a 3); Py es el
efecto aleatorio del periodo (k=1 a 3); T; es el efecto fijo del tratamiento (I = TO, T4
o T8); y ejju es el error residual.
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Los datos de comportamiento, tasa de consumo, pH, N-NH3 y AGV ruminal, y las
variables medidas en sangre, fueron analizadas usando el PROC MIXED con el
siguiente modelo:

Yijim = W + Ci + VjCi) + Px + Ty + Hi + Ti X Him + €jjim

donde Yijum es la variables dependiente; C; es el efecto aleatorio del cuadrado (i=1 a
3); V;C es el efecto aleatorio de la vaca anidada en el cuadrado (j = 1 a 3); Py es el
efecto aleatorio del periodo (k =1 a 3); T es el efecto fijo del tratamiento (1 = TO, T4
o T8); Hy, es el efecto fija de la hora de medicion (m =0, 1, 2, ..., 12 para variables
de comportamiento y TCMS; m=0, 1, 2, ..., 23 parapH y N-NH3; m =0, 2, 4, 6, 8
10, 12 para AGV; m =0, 2, 4, 6, 8, 10 para variables medidas en sangre); T; x Hy, es
el efecto fijo de la interaccion entre el tratamiento y la hora de medicion; y ejjim es el
error residual. Las medidas repetidas se realizaron sobre el periodo x vaca dentro de
cuadrado. Se us6 una estructura de covarianza de tipo AR(1) (Littell et al. 1998). El
efecto tratamiento x periodo se evaludé en ambos modelos pero no fue significativo y
por tanto se elimind. Se testeé la normalidad de los residuales con el PROC
UNIVARIATE. Las medias se separaron con el test de Tukey, y las diferencias se
consideraron significativas si P < 0,05, y se discutieron las tendencias si 0,05 < P <
0,10.
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RESULTADOS

Los resultados de comportamiento y TCMS se presentan en el cuadro III. El
incremento en el tiempo de acceso al FF no tuvo efecto sobre la proporcion de
tiempo dedicado a comer, rumiar, o realizar otras actividades. Sin embargo, se
detectd un efecto de la hora de medicion, y una interaccion tratamiento por hora de
medicion. En este sentido, la distribucion de las actividades a lo largo del periodo de
observacion varié dependiendo si las vacas tuvieron acceso o no al FF. En la primera
hora luego del inicio de la primera sesion de alimentacion todas las vacas dedicaron
una alta proporcion del tiempo disponible a comer, que disminuy6 hacia la hora 4.
Luego, las vacas TO tuvieron una proporcion de tiempo dedicada a comer mas
estable, que vario entre 0,25 y 0,55 (Figura 2). En contraste, las vacas T4 y T8
mostraron un marcado incremento en la proporcion de tiempo dedicada a comer, y
una disminuciéon en la proporcion de tiempo dedicada a rumiar y realizar otras
actividades, cuando se les ofreci6 RTM luego de 4 u 8 h de acceso al FF,
respectivamente. Hasta ese momento, las vacas T8 dedicaron una baja proporcion del
tiempo disponible a comer, y una alta proporcion a rumiar y realizar otras
actividades.

Cuadro III. Comportamientos (expresados como proporcion del total de
observaciones realizadas por animal), y tasa de consumo de materia seca (TCMS)
durante las primeras 12 h luego del inicio de la primera sesion de alimentacion a las
0800 h

Tratamiento' Valor de P
Item TO T4 T8 EEM? Tratamiento Hora Tratamiento
X hora
Comportamientos
Come 0,43 046 041 0,026 0,396 <0,001 <0,001
Rumia 0,25 0,25 0,26 0,024 0,938 <0,001 <0,001
Otros 0,31 0,28 0,32 0,023 0,187 <0,001 0,010
TCMS, kg/h 1,64 1.8 1,2° 0,27 0,002 <0,001 <0,001
Todo la sesion 1,64 1,8 1,2° 0,27 0,002 <0,001 <0,001
Solo acceso a FF - 0,8% 0,5b 0,10 <0,001 - -

Solo acceso a b a a
RTM 1,60 2,2 2,5 0,40 0,011 - -

“?Dentro de una fila, medias con distintas letras difieren (P < 0,05).

'TO = 24 h de acceso a racion totalmente mezclada; T4 = 4 h de acceso a forraje fresco y 20 h de
acceso a racion totalmente mezclada; T8: 8 h de acceso a forraje fresco y 16 h de acceso a racion
totalmente mezclada.

’Error estandar de la media.

Se detectd un efecto del tratamiento, hora de medicidn, e interaccidon tratamiento x
hora de medicion para la TCMS. Las vacas TO, luego de tener una alta TCMS al
inicio de la primera sesion de alimentacion diaria, mantuvieron una TCMS estable y
menor durante el restante tiempo del periodo de observacion (entre 1,0 y 1,9 kg/h)
(Figura 2). En contraste, la TCMS fue baja cuando los animales tuvieron acceso al
FF, y se increment6 cuando se cambié este alimento por RTM. Las vacas T4
mantuvieron una alta TCMS (entre 2 y 4 kg/h) por mas tiempo que TO luego que
pasaron a consumir RTM, pero este comportamiento no fue observado en las vacas
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T8, quienes mantuvieron una TCMS comparable solo en la hora siguiente al cambio
de alimentacion.

- -A-T0 —O-T4 -W-T8 A 1 -A-T) —O-T4 -=-T8

08 4 0.8 1

0.6 1 0.6 1

0.4 1 0.4

Rumia (proporcion)

0.2 1 0.2 1

Come (proporcion)

0.8 1

0.6

0.4 4

Otras (proporcion)
TCMS, kg MS/h
“w

0.2 1

1I2I3I4I5I6I7I8I9I10I11I12I 12 3 4 5 6 7 & 9 10 11

hora relativa al inicio de la alimentacién (0 = 0800 h) horarelativa al inicio de la alimentacion (0 = 0800 h)
Figura 2. Comportamiento de comer (A), rumiar (B) o realizar otras actividades (C),
expresados como proporcion del total de observaciones, y tasa de consumo de
material seca (TCMS) (D). Los asteriscos en cada hora indican la existencia de al
menos una diferencia entre tratamientos (P < 0,05). TO = 24 h de acceso a racion
totalmente mezclada; T4 = 4 h de acceso a forraje fresco y 20 h de acceso a racion
totalmente mezclada; T8: 8 h de acceso a forraje fresco y 16 h de acceso a racion

totalmente mezclada. El forraje fresco fue ofrecido a partir de las 0800 h (inicio de la
primera sesion de alimentacion).

Los resultados de consumo de MS y nutrientes se presentan en el cuadro IV. El
consumo de MS de FF aumentdé a mayor tiempo de acceso al mismo, representando
11y 16% del consumo total de MS en T4 y T8, respectivamente, mientras que el
consumo de RTM fue mayor en TO y T4 que en TS8. El consumo total de MS fue
mayor en T4 que T8, pero T4 no difiri6 de TO, mientras que el consumo de MO, PC,
CNF y ENL fue mayor en TO y T4 que TS. El consumo de FDN y EE tendi6 a ser
mayor en T4 respecto a T8, pero no difirié6 de TO. El consumo de MS durante las
primeras 4 h luego del inicio de la primera sesion de alimentacion, expresado como
porcentaje del consumo total de MS diario, fue mayor en TO respecto a T4 y TS, y
entre las horas 4 y 8 fue mayor en TO y T4 respecto a T8. Las vacas T8 alcanzaron un
mayor porcentaje del consumo total de MS diario entre las horas 8 y 12 luego del
inicio de la primera sesion de alimentacion diaria (coincidiendo con el cambio de
alimentacion a RTM), y entre las horas 12 y 24, respecto a los demas tratamientos. El
consumo de agua de bebida fue mayor en TO y T4 respecto a T8, mientras que el
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consumo de agua de alimentos fue mayor en T4 y T8 respecto a TO. El consumo total

de agua fue mayor en T4 que T8.

Cuadro IV. Consumo de material seca (MS), nutrientes y agua

Tratamiento’ > Valor
Item TO T4 T8 EEM de P
Consumo de MS, kg/d
Forraje fresco 0 2,8 3,6° 0,48 <0,001
Racion totalmente mezclada 24,5% 22.8% 19,0° 1,54 0,002
Total 245" 256 22,6° 1,58 0,048
Porcentaje de forraje fresco en la a b c
MS total consumida 0 10,9 16,4 1,54 <0,001
Porcentaje de la MS total
consumida entre distintas horas
luego de la 1* sesion de
alimentacion (hora 0 = 0800 h)
Oy4h 30,1 11,7° 9,4° 1,84 <0,001
4y8h 24,0° 42,6° 9,7 3,66 <0,001
8y12h 22,5° 27,2 43,9 6,12 0,001
12y24h 23,4 18,5 37,00 8,63 0,009
Consumo de nutrientes®
MO, kg/d 22,9 23,8° 20,9° 1,52 0,045
PC, kg/d 4.2° 4,3 3,8° 0,24 0,046
FDN, kg/d 9,7% 10,4 9,2Y 0,44 0,079
FDA, kg/d 5,6% 5,9° 5,3 0,38 0,040
CNF, kg/d 8,6 8,6 7,5° 0,88 0,015
EN;, Mcal/d 39,1a  404a  354b 1,76 0,037
Composicion de la dieta consumida
MO, % MS 93,5% 92,9° 92,6° 0,39  <0,01
PC, % MS 17,2 16,9* 16,8 0,16 0,09
FDN, % MS 39,6° 40,6° 40,8° 2,66 <0,01
FDA, % MS 22,8 23,1% 23,5 0,53 0,03
CNF, % MS 35,1° 33,6° 33,1° 2,50  <0,01
ENy, Mcal/kg MS 1,60° 1,58° 1,57° 0,03 <0,01
Consumo de agua, L/d
Bebida 65,0° 63,5" 48,5° 540 0,008
Forraje fresco 0° 15,1° 19,4% 2,43 <0,001
Racion totalmente mezclada 41,5% 39,5% 33,5° 3,60 0,003
Alimentos 41,5° 54,5 52,9° 3,86 <0,001
Total 106,5°  118,0° 101,4° 894 0,044

““Dentro de una fila, medias con distintas letras difieren (P < 0,05).
“YDentro de una fila, medias con distintas letras difieren (0,05 < P < 0,10).
'TO = 24 h de acceso a racién totalmente mezclada; T4 = 4 h de acceso a forraje fresco y 20 h de
acceso a racion totalmente mezclada;, T8: 8 h de acceso a forraje fresco y 16 h de acceso a racion

totalmente mezclada.
’Error estandar de la media.

‘MO = materia orgdnica; PC = proteina cruda; FDN = fibra detergente neutro; FDA = fibra
detergente acido;, CNF = carbohidratos no fibrosos; EN, = energia neta para lactancia.
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Los resultados de produccion y composicion de leche, y de eficiencia bruta de uso
del alimento para produccion de leche y el BE se presentan en el cuadro V. No hubo
diferencias en produccién o composicion de leche entre TO y T4. Sin embargo, un
tiempo de acceso diario de 8 h a FF disminuy¢ la produccion de leche, LCG, proteina
y caseina total respecto a TO, y tendié a disminuir la produccién de grasa. La
produccion de lactosa tendié a ser menor en T8 respecto a T4. Los tratamientos no
afectaron el porcentaje de grasa, proteina, caseina total y lactosa, ni la relacion
caseina total / proteina o el contenido de N ureico. La secrecion de ENL fue 7%
mayor en TO y T4 respecto a T8, pero no hubo efecto de los tratamientos sobre la
eficiencia bruta de uso de la MS o la energia para produccion de leche. El BE tendi6
a ser mayor en TO y T4 respecto a TS.

Cuadro V. Produccion y composicion de leche

Tratamiento’ 5
Item To T4 T8 EEM Valor de P
Leche, kg/d 34,4* 34,9° 32,7° 1,50 0,027
LCG’, kg/d 37,6° 37,3 35,1° 1,17 0,012
Grasa, kg/d 1,40* 1,377 1,297 0,048 0,068
Grasa, % 4,10 3,95 3,99 0,224 0,604
Proteina, kg/d 1,13% 1,16° 1,06° 0,039 0,022
Proteina, % 3,32 3,35 3,25 0,125 0,118
Caseina total, kg/d 0,86° 0,88* 0,80° 0,032 0,026
Caseina total, % 2,51 2,54 2,46 0,112 0,195
Caseina total: proteina 0,76 0,76 0,76 0,005 0,827
Lactosa, kg/d 1,70% 1,72* 1,627 0,079 0,058
Lactosa, % 4,95 493 4,95 0,057 0,674
N ureico, mg/100 mL 21,2 19,8 18,9 0,97 0,140
EN.* en leche, Mcal/d 25.9a 259a 24.2b 0,53 0,005
Balance de EN;, Mcal/d 4,0 4,2 2,07 0,87 0,098
kg LCG/kg MS’ ingerida 1,56 1,46 1,57 0,072 0,372
ENy en leche/EN} ingerida 0,68 0,64 0,69 0,028 0,414

“?Dentro de una fila, medias con distintas letras difieren (P < 0,05).

*YDentro de una fila, medias con distintas letras difieren (0,05 < P <0,10).

'TO = 24 h de acceso a racion totalmente mezclada; T4 = 4 h de acceso a forraje fresco y 20 h de
acceso a racion totalmente mezclada; T8: 8 h de acceso a forraje fresco y 16 h de acceso a racion
totalmente mezclada.

’Error estandar de la media.

Leche corregida por grasa al 3,5%

Energia neta para lactancia

’Materia seca

En el cuadro VI se presentan los resultados de perfil de acidos grasos en leche. La
grasa lactea de las vacas T8 tuvo un menor contenido de 6:0 y 8:0, y tendi6 a tener un
menor contenido de 4:0 y 10:0 que TO, mientras que el contenido de estos acidos
grasos en las vacas T4 no difirid respecto a los otros tratamientos. La grasa lactea de
las vacas T8 también tuvo un mayor contenido de 16:1, acido oleico, vaccénico y
ruménico, y tendié a tener un mayor contenido de acido linolénico que TO. El
contenido de acidos grasos sintetizados de novo tendié a ser menor, mientras que el
contenido de acidos grasos preformados tendi6 a ser mayor en T8 respecto a TO; los
tratamientos no afectaron el contenido de acidos grasos de origen mixto. El contenido
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de acidos grasos de cadena corta, la relacion acidos grasos saturados/insaturados, y la
relacion acidos grasos n6/n3 fue menor, mientras que el contenido de acidos grasos
monoinsaturados fue mayor en T8 respecto a TO; el contenido de acidos grasos
poliinsaturados no fue afectado por los tratamientos. La relacion producto/sustrato
para 16:1/16:0 y 4cido ruménico/acido vaccénico, y el indice A’-desaturasa tendi6 a
ser mayor en T8 que TO. El indice de aterogenicidad fue menor en T8 respecto a TO.

Cuadro VI. Perfil de acidos grasos (AG) en leche

Tratamiento’ »  Valor
Item TO T4 T8 PEMT 4ep
Contenido de AG (g/ 100 g del total de AG)
AG seleccionados’
4:0 1,95 1,66Y 1,48 0,130 0,080
6:0 2,03* 1,76 1,56° 0,112 0,029
8:0 1,66 1,50  1,32° 0,089 0,022
10:0 4,14 3,91 3,42 0245 0,056
10:1 trans-4 0,43 0,41 0,36 0,033 0,119
11:0 0,07 0,08 0,06 0,012 0,175
12:0 4,95 491 438 0304 0,120
13:0 0,12 0,12 0,11 0,013 0,198
14:0 13,60 13,58 12,83 0,403 0,221
14:1 cis-9 1,45 1,47 1,43 0,121 0,870
15:0 1,20 1,24 1,25 0,065 0,666
16:0 32,53 32,18 31,74 1,452 0,653
16:1 cis-9 1,81° 1,90  2,07° 0,129 0,047
17:0 0,44 0,48 0,52 0,037 0,271
17:1 cis-9 0,11 0,13 0,16 0,019 0,120
18:0 9,39 9,40 9,96 0,960 0,569
18:1 cis-9 19,00  19,51* 21,14°> 0,595 0,031
18:1 trans-9 0,30 0,35 0,35 0,028 0330
18:1 trans-11 1,24* 1,52 1,69° 0,145 0,019
18:2 cis-9, cis-12 2,63 2,68 2,64 0,154 0,881
18:2 cis-9, trans-11 0,49° 0,65° 0,77° 0,047 0,003
18:3 cis-9, cis-12, cis-15 0,34 0,417  0,49° 0,048 0,062
20:0 0,07 0,08 0,08 0,013 0,682
20:1 cis-11 0,07 0,07 0,08 0,008 0,309
Origen de los AG
de novo (4:0-15:0) 31,59 30,63Y 2820° 1,214 0,097
Origen mixto (16:0 + 16:1) 34,34 34,08 33,81 1,452 0,807
Preformados (> 17:0) 34,07 35,29% 37.88" 1,877 0,065
Nivel de saturacion
Saturados 72,16°  70,90" 68,71° 0,734 0,020
Monoinsaturados 24,39° 2536 27,29° 0,659 0,025
Poliinsaturados 3,46 3,74 3,90 0,190 0,133
Saturados: insaturados 2,61° 2,44  221° 0,086 0,023
n-6 : n-3 8,03% 6,77°°  5.64° 0,735 0,035
Relacion A’ — desaturasa
14:1/14:0 0,106 0,108 0,111 0,0077 0,655
16:1/16:0 0,056  0,059% 0,066 0,0036 0,069
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18:1/18:0 2219 2309 2343 01363 0383
18:2 cis-9, trans-11 /18:1 0.400°  0431° 0453° 0,0226 0,002

trqns—l 1
indice A’ — desaturasa’ 0,29° 0,29° 0,31 0,006 0,015
indice de aterogenicidad’ 3,33 3,15 281" 0,147 0,043

“?Dentro de una fila, medias con distintas letras difieren (P < 0,05).

“YDentro de una fila, medias con distintas letras difieren (0,05 < P <0,10).

'TO = 24 h de acceso a racion totalmente mezclada; T4 = 4 h de acceso a forraje fresco y 20 h de
acceso a racion totalmente mezclada; T8: 8 h de acceso a forraje fresco y 16 h de acceso a racion
totalmente mezclada.

’Error estandar de la media.

181 cis-9 = dcido oleico; 18:1 trans-11 = dcido vaccénico; 18:2 cis-9, trans-11 = dcido ruménico;
18:3 cis-9, cis-12, cis-15

‘Calculado como: (14:1 cis-9 + 16:1 cis-9 + 18:1 cis-9 + 18:2 cis-9, trans-11)/(14:0 + 16:0 + 18:0 +
18:1 trans-11 + 14:1 cis-9 + 16:1 cis-9 + 18:1 cis-9 + 18:2 cis-9, trans-11).

’Calculado como: (12:0 + 4 x 14:0 + 16:0)/(AG monoinsaturados + AG poliinsaturados).

La digestibilidad de la MS o los nutrientes no fue afectada por los tratamientos
(Cuadro VII). La tasa de pasaje a través del reticulo-rumen (k;) o ciego-colon (k;), y
los tiempos medios de retencion en estos Organos, no fueron afectados por los
tratamientos, pero el TMRT fue mayor en T8 respecto a TO.

Cuadro VII. Digestibilidad de nutrientes, y tasa de pasaje

Tratamiento’ 5 Valor
Item TO T4 T8 EEM de P
Digestibilidad’
MS 582 574 649 557 0,266
MO 634 62,1 67,6 446 0,423
Nitrogeno 55,1 56,7 62,7 845 0,107
FDN 53,6 543 596 630 0,560
Tasa de pasaje’
ky, h! 0,063 0,061 0,043 0,0081 0,189
ko, h! 0,261 0,159 0,184 0,0386 0,218
TMRR, h 17,3 16,6 240 291 0,126
TMRC, h 4,0 6,7 6,1 1,07 0,166
TT, h 10,1°  12,1*  9,1° 1,74 0,016
TMRT, h 31,4 354  391° 3,66 0,048

““Dentro de una fila, medias con distintas letras difieren (P < 0,05).

“YDentro de una fila, medias con distintas letras difieren (0,05 < P <0, 10).

'TO = 24 h de acceso a racion totalmente mezclada; T4 = 4 h de acceso a forraje fresco y 20 h de
acceso a racion totalmente mezclada; T8: 8 h de acceso a forraje fresco y 16 h de acceso a racion
totalmente mezclada.

’Error estandar de la media.

'MS = materia seca; MO = Materia orgdnica;, FDN = Fibra detergente neutro.

*k; = tasa de pasaje desde el reticulo-rumen; k, = tasa de pasaje desde el ciego-colon; TMRR =
Tiempo medio de retencion en reticulo-rumen;, TMRC = Tiempo medio de retencion en ciego-colon;
TT = Tiempo de transito; TMRT = Tiempo medio de retencion total.

Los resultados de fermentacion ruminal se presentan en el cuadro VIII y en la figura
3. El pH ruminal promedio fue menor en T4 respecto a T8, pero TO no difirié de
ambos tratamientos. La concentracion total de AGV fue mayor en TO y T4 respecto a
T8; sin embargo, no hubo efecto de los tratamientos sobre las proporciones de acido
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acético y propidnico en rumen, aunque la proporcion de acido butirico fue mayor en
T4 y T8 respecto a TO. Para ninguna de las variables de concentracion de AGV se
detectd una interaccion entre el tratamiento y la hora de medicion, pero todas
aumentaron o tendieron a aumentar a lo largo del periodo de medicion. Las
concentraciones promedio de AGV total permanecieron constantes entre las horas 0 y
6, y luego aumentaron desde 107,4 hasta 133,6 mM a la hora 10. Las concentraciones
de acido acético aumentaron desde 62,2 a 74,2 mM entre las horas 0 y 8 y luego
permanecieron constantes, mientras que las concentraciones de 4cido propidnico
aumentaron desde 23,7 a 32,3 mM entre las horas 0 y 10, y las concentraciones de
acido butirico aumentaron desde 15,1 a 23,2 mM entre las horas 0 y 10. Para las
concentraciones de N-NH; ruminal se detectd una interaccion entre el tratamiento y
la hora de medicion. Entre las horas 1 y 8, las concentraciones de N-NH3 fueron
menores en T8 respecto a los demas tratamientos, y entre las horas 10 y 14 fueron o

tendieron a ser mayores en T8 respecto a T4 (Figura 3).

Cuadro VIII. Fermentacion en rumen

Tratamiento' Valor de P
Item TO T4 T8 EEM? Tratamiento Hora Tratamiento
X hora
pH
Media 6,47  6,41° 653" 0,105 0,014  <0,001 0,293
Minimo 6,08 5,92 6,16 0,100 0,167 - -
Maximo 6,85 6,81 6,86 0,079 0,802 - -
Rango 0,77 0,89 0,70 0,073 0,230 - -
AGV’, mM
C2 73,8° 74,5 64,9° 3,30 0,023 0,097 0,712
C3 26,5% 27,8 23,0° 1,67 0,033 <0,001 0,326
C4 17,7° 21,0° 17,6° 1,34 0,021 <0,001 0,547
Total 117,9°  123,2* 105,6° 5,82 0,015 0,001 0,513
AGV,
mol/100
mol
C2 63,0 60,7 61,9 0,89 0,147 <0,001 0,493
C3 22,6 22,7 21,9 0,78 0,716 <0,001 0,809
C4 14,3° 16,7 16,2° 0,64 0,021 0,017 0,648
C2:C3 2,92 2,80 3,00 0,160 0,620 <0,001 0,854
(C2+C4):C3 3,57 3,55 3,79 0,191 0,575 <0,001 0,884
N-NH;*,
mg/100 mL
Media 18,3 17,1° 17,0° 1,12 0,026 <0,001 <0,001
Minimo 10,7 10,9 10,9 1,13 0,940 - -
Maximo 28,7 26,6 26,2 2,92 0,427 - -
Rango 17,9 15,6 15,3 3,28 0,356 - -

“Dentro de una fila, medias con distintas letras difieren (P < 0,05).
'TO = 24 h de acceso a racién totalmente mezclada; T4 = 4 h de acceso a forraje fresco y 20 h de
acceso a racion totalmente mezclada; T8: 8 h de acceso a forraje frescoy 16 h de acceso a racion
totalmente mezclada.

2 , .
Error estandar de la media.

3 dcidos grasos volatiles; C2 = Acido acético; C3 = Acido propidnico; C4 = Acido butirico.
*Nitrégeno amoniacal
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Figura 3. pH (A) y concentraciones de N amoniacal (N-NH3) (B) en rumen. Los
asteriscos o cruces en cada hora indican la existencia de al menos una diferencia
entre tratamientos (P < 0,05, o 0,05 < P < 0,10, respectivamente). TO = 24 h de
acceso a racion totalmente mezclada; T4 = 4 h de acceso a forraje fresco y 20 h de
acceso a racion totalmente mezclada; T8: 8 h de acceso a forraje fresco y 16 h de
acceso a racion totalmente mezclada. El forraje fresco fue ofrecido a partir de las
0800 h (inicio de la primera sesion de alimentacion).
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En el cuadro IX se presentan los resultados de flujo de N microbiano a duodeno, y de
utilizacion del N. Las concentraciones urinarias de alantoina y acido urico, la
excrecion urinaria de derivados de purinas, el flujo a intestino de N microbiano, y la
eficiencia bruta de uso del N ingerido para la sintesis de N microbiano, no fueron
afectadas por los tratamientos. Los tratamientos tampoco afectaron la eficiencia bruta
de uso del N para produccion de leche. La excrecion urinaria de N no fue afectada
por los tratamientos, pero la excrecion de N fecal fue mayor en TO y T4 respecto a
T8.

Cuadro IX. Flujo de nitrogeno (N) microbiano a duodeno y utilizacion del N

Tratamiento' > Valor
Item TO T4 T8 EEM de P
Creatinina, mM 5,2 5,6 5,7 0,60 0,599
Alantoina, mM 20,5 19,6 18,9 1,72 0,451
Acido trico, mM 4.4 4,1 4,5 3,78 0,282
DP’, mM 24,9 23,8 234 2,02 0,531
DP:creatinina 4,85 4,41 4,40 0,598 0,512
DP, mmol/d 538,8 487,5 477,9 56,38 0,495
Flujo de N microbiano, g/d 367,5 329,9 322,6 41,84 0,495
Eficiencia de uso de N para
sintesis de N microbiano®, % 46 47,5 52,6 8,23 0,253
Utilizacion de N
Consumo de N, g/d 671% 694° 611° 38,9 0,046
Excrecion de N en orina
g/d 164 161 172 17,1 0,700
% del N consumido 24,6 23,1 28,2 1,91 0,123
Excrecion de N en heces
g/d 303* 324° 228° 37,6 0,031
% del N consumido 43,8 46,4 39,8 8,45 0,362
Excrecion de N en efluentes
g/d 467° 486" 400° 79,2 0,022
% del N consumido 68,3 69,6 69,9 9,29 0,855
g/g N en leche 2,7 2,7 2.4 0,36 0,323
Excrecion de N en leche
g/d 173? 181° 166" 6,1 0,022
% del N consumido 26,0 26,0 27,2 0,84 0,220

“Dentro de una fila, medias con distintas letras difieren (P < 0,05).

'TO = 24 h de acceso a racion totalmente mezclada; T4 = 4 h de acceso a forraje fresco y 20 h de
acceso a racion totalmente mezclada; T8: 8 h de acceso a forraje fresco y 16 h de acceso a racion

totalmente mezclada.
’Error estandar de la media.
Derivados de purinas.

*Flujo de N microbiano a duodeno/consumo total de N.

Los resultados de metabolitos y hormonas en sangre se presentan en el cuadro X y la
figura 4. Las concentraciones sanguineas de glucosa e insulina fueron mayores en TO
que en T8, pero no hubo efecto de los tratamientos en las concentraciones de
glucagon, o la relacion insulina/glucagéon. Para insulina se detectd un efecto de la
hora de medicion, donde las concentraciones aumentaron desde 22,0 a 30,9 plU/mL
entre las horas 0 y 10 (Figura 4). Para la concentracion sanguinea de urea se detectd
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una interaccion entre tratamiento y hora de medicion; la concentracion en T8 fue o
tendio a ser menor respecto a TO a las horas 2 y 4, y fue mayor respecto a T4 a la
hora 8.

Cuadro X. Metabolitos y hormonas en sangre

Tratamiento' Valor de P
Ttem To T4 T8 EFEM Tratamient Hora Tratamient
o 0 X hora
Glucosa, mM 4,34% 4’%43 4,12b 0,168 0,017 0,195 0,491
Urea, mM 6,72 6,57 6,23 0,329 0,172 0,293 0,014
ll_ﬁ?jl/l;;li’ 282" 24b,5a 23,213 2,25 0,023 <0i00 0,832
I()}é}lli:igon, 1(;5, 106.4 1(;4, 13.34 0,944 0,869 0,497
insuhna:glucag() 031 026 024 0,058 0,112 0,467 0,918

“?Dentro de una fila, medias con distintas letras difieren (P < 0,05).

'TO = 24 h de acceso a racion totalmente mezclada; T4 = 4 h de acceso a forraje fresco y 20 h de
acceso a racion totalmente mezclada; T8: 8 h de acceso a forraje frescoy 16 h de acceso a racion
totalmente mezclada.

’Error estandar de la media.
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Figura 4. Concentraciones sanguineas de insulina (A), glucagén (B), glucosa (C) y
urea (D). Los asteriscos o cruces en cada hora indican la existencia de al menos una
diferencia entre tratamientos (P < 0,05, o0 0,05 < P < 0,10, respectivamente). TO = 24
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h de acceso a racion totalmente mezclada; T4 = 4 h de acceso a forraje fresco y 20 h
de acceso a racion totalmente mezclada; T8: 8 h de acceso a forraje frescoy 16 h de
acceso a racion totalmente mezclada. El forraje fresco fue ofrecido a partir de las
0800 h (inicio de la primera sesion de alimentacion).
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DISCUSION

El consumo total de MS no difirid6 entre TO y T4, pero las vacas consumiendo
unicamente RTM exhibieron un porcentaje de tiempo dedicado a comer y una TCMS
mas estable a lo largo del periodo de observacion. Las bajas TCMS logradas por las
vacas T4 y T8 cuando tuvieron acceso a FF sugieren que estos animales habrian
tenido enfrentado algtn tipo de dificultad para alcanzar una alta TCMS cuando se les
ofreci6 este alimento. En el caso de las vacas T8, esta baja TCMS al consumir FF fue
compensada con mas horas consumiendo a una alta TCMS una vez que tuvieron
acceso a la RTM. Para las vacas T8, el consumo de MS durante las primeras 8 h
luego del inicio de la primera sesion de alimentacion, expresado como porcentaje del
consumo diario total de MS, fue de solo 9,7%, y resultd en niveles de inclusion de FF
en la MS total consumida llamativamente bajos (< 17%). Una explicacion para este
hallazgo puede estar relacionada con el bajo contenido de MS del FF. Cabrera
Estrada et al. (2004) observaron reducciones en el consumo de FF por vacas lecheras
debido al alto contenido de agua interna, lo que estuvo asociado a una disminucion
en la TCMS; es posible que otros factores estén involucrados en explicar este
fenémeno, como cambios en el llenado ruminal por la alta ingesta de agua, o una mas
dificil manipulacion de las particulas de alimento. Si bien las vacas T4 también
habrian experimentado esta dificultad, tuvieron 4 h mas de acceso a la RTM que las
vacas T8. Es probable que, debido al mayor contenido de MS de la RTM, los
animales pudieran alcanzar una alta TCMS al consumir este alimento, lo que habria
permitido a las vacas T4 mantener un consumo de nutrientes similar al de TO.
Adicionalmente, luego de las 2100 h las luces en el establo fueron apagadas, lo que
significa que la mayor parte del tiempo que las vacas T8 accedieron a la RTM
ocurrié cuando hay una reduccion natural en la actividad de alimentacion debida a la
ausencia de luz (DeVries et al., 2003).

Morales et al. (2010) alimentaron a vacas lecheras con una RTM ad [ibitum en
combinacion con 0, 6 o 12 h de acceso a una pastura de alta calidad y no reportaron
disminuciones en el consumo total de MS, aliin cuando la pastura contribuy6 con
hasta 37% de la MS total de la dieta. Por otra parte, Vibart et al. (2008) reportaron
una disminucion lineal en el consumo total de MS a mayor nivel de inclusion de una
pastura de alta calidad (hasta un nivel equivalente a 35% de la MS total de la dieta),
aunque el consumo de PC no difirid entre tratamientos. Sin embargo, cuando los
mismos autores usaron la misma pastura pero en un estado de madurez mas avanzado
y con un menor contenido de PC que la RTM, el consumo total de MS disminuy6 a
medida que la proporcion de pastura en la dieta aumento. Este resultado resalta la
influencia de la calidad del FF usado en la respuesta de las vacas lecheras, sugiriendo
que la alta calidad del forraje usado en nuestro experimento habria permitido, al
menos en T4, mantener un consumo de nutrientes similar al de TO.

Estudios previos han reportado que la inclusion de FF en la dieta de vacas
alimentadas con RTM causa una reduccién en el rendimiento de leche y solidos, que
se explica principalmente por una reduccion en el consumo de MS (Kolver & Muller,
1998; Bargo et al., 2002a). Sin embargo, en este trabajo solo se observd una
disminucién en el rendimiento de LCG, proteina y caseina total cuando las vacas
tuvieron acceso al FF por mas de 4 h al dia. Trabajos previos que no detectaron
diferencias en produccion de leche o LCG entre vacas alimentadas con RTM con o
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sin acceso a un FF tampoco detectaron diferencias en el consumo de MS o nutrientes
(Chapinal et al., 2010; Morales et al., 2010). Vibart et al. (2008) reportaron una
reduccion en la produccion de leche de vacas solo cuando la inclusion de FF condujo
a una reduccion en el consumo total de MS, lo que ocurri6 al trabajar con un FF de
menor calidad que la RTM usada. La falta de efecto de los tratamientos sobre la
composicion de leche es coincidente con resultados de diversos experimentos (Bargo
et al., 2002a; Loor et al., 2003; Chapinal et al., 2011), y como resultado, los
rendimientos de los distintos so6lidos lacteos siguieron la misma tendencia que la
produccion de leche, reflejando la diferente ingesta de precursores de componentes
de la leche. Si bien eran esperables mayores concentraciones de N ureico en leche en
TO y T4 respecto a TO, debido a la mayor ingesta de PC en aquellos tratamientos, no
hubo diferencias entre tratamientos para esta variable. Si bien no fue medida en este
trabajo, es posible que la alta degradabilidad de la PC de los FF (Rajala-Schultz &
Saville, 2003) haya conducido a un consumo de PC degradable en rumen similar
entre tratamientos, a pesar del menos consumo de PC en T8; como el nivel de ingesta
de proteina degradable en rumen afecta positivamente las concentraciones de N
ureico en leche (Reynal & Broderick, 2005; Agle et al., 2010), esto podria explicar la
falta de efecto de los tratamientos sobre esta variable.

Los efectos de incluir FF en la dieta de vacas alimentadas con una RTM sobre la
eficiencia de uso del alimento son inconsistentes, con experimentos que han
reportado tanto aumentos como disminuciones a medida que aumenta la proporcion
de FF en la dieta (Wales et al., 2013). Es posible que, debido a que las vacas en el
presente experimento tenian 100 dias en lactancia al inicio del mismo, parte de la
energia consumida no haya sido utilizada para produccion de leche sino que haya
sido dirigida hacia la recuperacion de reservas corporales (Yan et al., 2006), lo que
habria contribuido a explicar la falta de respuesta de los tratamientos sobre la
eficiencia bruta de uso de la energia para produccion de leche. También debe tenerse
presente que en este experimento las vacas no tuvieron gastos de energia asociados a
la caminata o a la busqueda y cosecha de forraje como ocurre en un sistema pastoril,
y por lo tanto habrian sido capaces de destinar mas energia a sintetizar leche que si
hubieran pastoreado. De todos modos, este es un resultado promisorio porque sugiere
que es posible incluir un alimento de bajo costo como el FF (si es de alta calidad) en
la dieta de vacas lecheras de alta produccion y alcanzar una eficiencia de uso del
alimento similar a la de vacas alimentadas Unicamente con RTM. Las similares
eficiencias brutas de uso de Ia MS o la energia para produccion de leche observadas
sugieren que las diferencias en produccion de leche habrian sido causadas
mayoritariamente por diferencias en el consumo de nutrientes, mas que debidas a
cambios en la digestion o utilizacion de los nutrientes, como ya fuera planteado por
Kolver & Muller (1998). El resultado también resalta la calidad del FF usado en este
experimento, que habria permitido alcanzar una digestion de nutrientes similar a la de
TO, un resultado también reportado por Bargo et al. (2002a).

El perfil de grasa lactea en T8 tuvo, en general, caracteristicas consideradas como
mas saludables desde el punto de vista de la salud humana respecto a T0, incluyendo
un mayor contenido de 4acido vaccénico y ruménico; este ultimo tiene efectos
beneficiosos potenciales en reducir la incidencia de cancer, prevenir la
arterioesclerosis y la hipertension, y mejorar la funcién inmune (Bhattacharya et al.
2006). Estos resultados estan de acuerdo con los reportados por Vibart et al. (2008) y
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Morales et al. (2010), quienes observaron que incrementar el nivel de inclusion de FF
en la dieta de vacas lecheras alimentadas con una RTM aumento el contenido de
estos 2 acidos grasos en la leche. Es destacable que un nivel de inclusion de FF tan
bajo como 16% (base seca) en la dieta de vacas alimentadas con RTM puede tener
efectos positivos en términos de aumentar el contenido de 4cidos grasos beneficiosos.
Estos cambios en el perfil de grasa lactea pueden ser explicados por la alta
proporcion de acido linolénico en los FF (Glasser et al., 2013). La ingestion de acido
linolénico aumenta la sintesis de acido vaccénico en rumen, que a su Vez en
convertido en 4cido ruménico en la glandula mamaria por accién de la enzima A’-
desaturasa (Bauman et al., 2008). Parte del acido linolénico no es biohidrogenado en
el rumen sino que se absorbe intacto a nivel intestinal y es secretado en la leche, lo
que explicaria la tendencia a que haya un mayor contenido de acido linolénico en T8
respecto a TO. La mayor relacion producto/sustrato para acido ruménico/acido
vaccénico en T8 también podria explicar parcialmente el mayor contenido de acido
ruménico en este tratamiento. Lock & Garnsworhty (2003) también reportaron un
aumento en la actividad de la enzima A’-desaturasa a mayor nivel de pastura en la
dieta de vacas lecheras; sin embargo, las razones para este hallazgo no estan claras.
La grasa lactea en T8 presentd un menor indice de aterogenicidad que en TO, lo que
se explicaria por el mayor contenido de acidos grasos monoinsaturados,
particularmente acido oleico. A su vez, la mayor captacion de acido linolénico por la
glandula mamaria explicaria la menor relacion acidos grasos saturados/insaturados en
T8 respecto a TO, asi como el menor contenido de acidos grasos sintetizados de novo.
La menor relacion n6/n3 en la grasa lactea observada en T8 respecto a TO podria
tener algunos beneficios relacionados con la salud humana (Ruxton et al., 2005).

El mayor TMRT observada en T8 es consistente con el menor consumo observado en
estos animales. Adicionalmente, el mayor TMRT en podria estar asociado a que el
FF fue ofrecido a los animales sin cortar. En este sentido, Boudon et al. (2006)
reportaron que ofrecer FF de esta manera reduce la tasa de disminucion de las
particulas, lo que podria restringir la tasa de salida de las mismas desde el rumen.
Esto podria haber resultado en un mayor TMRR, que si bien no fue estadisticamente
diferente, fue numéricamente mayor en T8 respecto a TO. Debido a que la digestion
es un proceso dependiente del tiempo de permanencia del alimento, se habria
esperado que un mayor TMRT hubiera resultado en una mayor digestion de
nutrientes en el tracto digestivo, particularmente de la fibra (Allen & Mertens, 1988).
Sin embargo, esto no se observo en el presente experimento. Bargo et al. (2002a) y
Soder et al. (2013), usando métodos in vivo o in vitro, respectivamente, tampoco
reportaron diferencias en la digestibilidad de la MS o MO entre una dieta 100%
RTM, una dieta 100% FF, o una combinaciéon de RTM y FF, pero en ambos
experimentos se detectd una menor digestibilidad de 1a FDN a mayor proporcion de
RTM en la dieta. En rumiantes, la digestion de la FDN ocurre principalmente en el
rumen, comprendiendo un 95% de la digestion total de FDN (Huhtanen et al., 2010),
por lo que cualquier reduccion de la digestion en dicho érgano podria comprometer
la digestion en todo el tracto digestivo. Si bien condiciones ruminales suboptimas
para las bacterias celuloliticas pueden reducir la tasa y extension de la digestion de la
fibra en el rumen, en este experimento los valores de pH estuvieron siempre por
encima de los minimos que optimizan el crecimiento de la microbiota ruminal
(Hoover, 1986), y por lo tanto no parecen haber limitado la digestion de esta fraccion
en ningln tratamiento. Esto concuerda con la distribucion de particulas de la RTM,
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que estuvo dentro de los limites recomendados (Heinrichs, 2013), asi como con el
uso de distinto aditivos como ingredientes de la RTM para prevenir episodios de
acidosis. También se hace notar que el ensilaje de maiz usado en este trabajo fue
cortado en un estado vegetativo, y si bien no fue medido, probablemente tuvo una
mayor digestibilidad de la FDN que un ensilaje de maiz normal, por lo que habria
sido menos sensible a variaciones en la tasa de pasaje, particularmente en TO.

El menor pH promedio en T4 respecto a T8 probablemente se debié al mayor
consumo de MO en T4, que habria incrementado el aporte de energia fermentescible
a nivel ruminal, y habria llevado a una mayor produccion de AGV total. Soder et al.
(2013), usando un método in vitro, también reportaron mayores concentraciones
totales de AGV a nivel ruminal usando dietas 100% RTM respecto a 100% FF, lo
que los autores atribuyeron al mayor contenido de CNF de la RTM. Sin embargo, ni
Bargo et al. (2002b) ni Santana et al. (2016) observaron efectos del tipo de dieta
(RTM o RTM mas FF) sobre la concentracion total o las proporciones de AGV, en
vacas lecheras o vaquillonas Angus x Hereford, respectivamente. La mayor
proporcion de acido butirico observada en T4 y T8 respecto a TO coincide con lo
reportado por Vibart et al. (2010) y Salado et al. (2012b). Las concentraciones
promedio de N-NHj3 en rumen se encontraron por encima de los valores que
optimizarian el crecimiento microbiano (Clark et al., 1992). El patrén de variacion de
las concentraciones de N-NHj observado podria reflejar el distinto comportamiento
ingestivo de los animales durante las primeras 8 h luego del inicio de la primera
sesion de alimentacion, donde las vacas T8 tuvieron un muy bajo consumo de FF, y
probablemente de N, respecto a los otros tratamientos. La situacion se habria
revertido una vez que estos animales tuvieron acceso a la RTM luego de la hora 8,
posiblemente por la alta TCMS que desarrollaron las vacas T8 a partir de este
momento.

La falta de efecto de los tratamientos sobre las distintas variables relacionadas con el
flujo de N microbiano a duodeno coincide con lo reportado por otros autores. Sin
embargo, los resultados obtenidos estan en contradiccion con el mayor consumo de
ENr y N observado en TO y T4 comparado con T8, lo que de acuerdo con Clark et al.
(1992), deberia haber provisto de mas sustratos para la sintesis de N microbiano en
rumen, y por lo tanto en un mayor flujo de N microbiano a duodeno en esos
tratamientos. Ademas, la oferta de una RTM deberia conducir a una mayor
sincronizacion en la oferta ruminal de fuentes de energia y N respecto a incluir FF en
la dieta, debido a la mayor relacion proteina/energia de este ultimo alimento (117 vs
104 g PC/Mcal ENp). Usando la relacion alantoina/creatinina en orina, Bargo et al.
(2002a) tampoco detectaron diferencias en flujo de N microbiano entre vacas
lecheras consumiendo RTM o RTM con acceso a FF, pero Santana et al. (2016)
reportaron que alimentar vaquillonas tnicamente con FF respecto a RTM redujo el
fluyjo de N microbiano en 35%. En el presente experimento, las vacas T8
consumieron 13% menos CNF y 9% menos N que las vacas TO, mientras que en el
experimento de Bargo et al. (2002a) las vacas alimentadas con RTM y FF
consumieron 18% menos cantidad de carbohidratos no estructurales y 7% mas N que
las vacas alimentadas solamente con RTM. Sin embargo, en el estudio de Santana et
al. (2016) las vaquillonas alimentadas solo con FF consumieron 64% menos CNF
que las alimentadas solo con RTM, sugiriendo que las diferencias entre estudios
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estarian relacionadas con las cantidades o proporciones de sustratos energéticos y
nitrogenados aportados a los microorganismos del rumen.

La falta de efecto de los tratamientos sobre la eficiencia bruta de uso del N para
produccion de leche es destacable, porque se ha sostenido que esta variable es
inherentemente baja en vacas lecheras alimentadas con FF (Hoekstra et al., 2007) y
que es menor que en vacas alimentadas tnicamente con RTM (Kolver & Muller,
1998). La mayor excrecion de N fecal en TO y T4 respecto a T8 podria explicarse por
el mayor consumo de PC en aquellos tratamientos. Adicionalmente, debido a que la
PC metabolica fecal se excreta de forma proporcional al nivel de ingestion del animal
(NRC, 2001), el mayor consumo en TO y T4 comparado con T8 también podria
explicar parcialmente las diferencias en la excrecion de N fecal entre tratamientos.
También es destacable que si bien la excrecion de N en heces y orina fue mayor en
TO y T4 respecto a T8, cuando se expresan como porcentaje del N consumido o por
gramo de N excretado en leche, no se detectaron diferencias entre tratamientos.

La mayor concentracion sanguinea de glucosa en TO respecto a T8 podria reflejar una
mayor tasa de gluconeogénesis hepatica como resultado de una mayor produccion de
acido propidnico en el rumen, una mayor cantidad de almidon sin digerir que llegue
al rumen, o ambas. A su vez, la mayor concentracion sanguinea de insulina en TO
respecto a T8 pareceria ser una respuesta a la mayor glicemia de aquellos animales,
asi como también el resultado de una mayor secrecion estimulada por algunos AGV
como el 4cido propionico (Harmon, 1992). Si bien Zarrin et al. (2015) sugirieron que
un incremento en la concentracion de insulina reduciria la secrecion de glucagon
durante una situacion de glicemia normal o elevada en vacas lecheras, en este
experimento no se observd un efecto de los tratamientos sobre dicha variable. Es
posible que la magnitud del cambio en la concentracion de insulina entre TO y T8 no
haya sido suficiente como para desatar una respuesta similar a la reportada por Zarrin
et al. (2015). Aunque no fue medido todo el dia, el patrén de evolucion de la urea en
sangre coincide con la evolucion de la concentracion ruminal de N-NHj; hasta la hora
12 luego del inicio de la primera sesion de alimentacion, particularmente en el caso
de las vacas T8, y reflejaria los cambios temporales en la ingestion de N como fuera
explicado previamente.
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CONCLUSIONES GENERALES E IMPLICANCIAS

Es posible incluir FF de alta calidad en la dieta de vacas lecheras alimentadas con
una RTM vy lograr un consumo de energia y una produccion de leche similar a la de
vacas alimentadas unicamente con una RTM. Sin embargo, un tiempo de acceso
diario a un FF de alta calidad mayor a 4 h redujo el consumo de energia, y la
produccion de leche y soélidos, pero permitié incrementar las concentraciones de
acido ruménico, vaccénico y linolénico en la grasa lactea. No hubo diferencias entre
tratamientos respecto a la digestion de los nutrientes o la eficiencia de uso del
alimento.

Debido a que el FF de alta calidad es un alimento que tiene un menor costo por
unidad de MS que las RTM, una posible linea de investigacion a futuro deberia tratar
de identificar estrategias de alimentacion que aumenten la proporcion de FF en la
dieta de vacas lecheras que incluya una RTM para alcanzar un alto contenido de
acidos grasos beneficiosos para la salud humana en la leche, sin deprimir el consumo
de nutrientes, la produccion de leche o la eficiencia de uso del alimento.
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