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Resumen
En varias regiones del mundo, las pasturas nativas son el principal alimento para los
rumiantes debido a su extension y distribucion geografica. Los pastizales de la region
del Rio de la Plata se caracterizan por ser uno de los mas grandes del mundo; por tanto,
la produccion ganadera de la region se desarrolla en su extensa mayoria sobre
condiciones de pastoreo, siendo un desafio la estimacion del consumo de forraje y, por
consiguiente, el disefio de estrategias de manejo de dichos ecosistemas pastoriles. El
objetivo del presente estudio fue generar una ecuacion, basada en la excrecién de
nitrdgeno fecal (eNF), para estimar el consumo de materia organica (CMO) y una
ecuacion, basada en el contenido de nitrégeno en las heces (cCNF), para estimar la
digestibilidad de la materia organica (DMO) de ovinos alimentados exclusivamente
con forraje de campo natural. En un disefio completamente al azar, 16 borregos
Corriedale con ~44 kg de peso vivo (PV) fueron alojados en jaulas metabodlicas y
distribuidos en cuatro tratamientos, dados por cuatro niveles de oferta de forraje (15,
20, 25 g de materia seca/kg PV y ad libitum). Durante la primavera de 2019 y el verano
de 2020, se realizaron cuatro periodos de medicion, con cinco dias de
acostumbramiento a la jaula metabolica, diez dias de acostumbramiento al tratamiento
y cinco dias de mediciones. El forraje fue cortado una vez al dia, ofreciéndose fresco
en dos momentos del dia (8 y 17 h). Las mediciones realizadas fueron: consumo de
forraje (ofrecido-rechazo), excrecion total de heces, composicion quimica de heces y
alimento. Se gener6 un modelo de regresion lineal (p < 0,001; R? = 0,93) para estimar
el CMO en ovinos alimentadas con pastos nativos basado en la eNF [CMO (g
MO/animal/dia) = 90,1 + 105,5 x FNe]. Ademas, se generé un modelo de regresion
exponencial (p < 0,001; R? = 0,56) para estimar la DMO en ovinos basado en el cNF
[DMO (kg/kg MO) = 0,17506e%%%3 * FN¢] "En conclusion, nuestros hallazgos resaltan
que la eNF y el cNF son precisos para estimar el CMO y la DMO, respectivamente, en

ovinos alimentadas con pastos nativos de la region del Rio de la Plata.

Palabras clave: consumo de alimento, contenido de N en heces, excrecion de N en

heces, campo natural
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Summary

Using faecal nitrogen as a marker to estimate intake and forage digestibility in
sheep fed multi-species native grasslands

In several regions of the world, native grasslands are the main source of food for
ruminants due to their extension and geographical distribution. The grasslands of the
Rio de la Plata region are characterized by being one of the largest in the world;
therefore, the region's livestock production is carried out mostly under grazing
conditions, making it a challenge to estimate the consumption of forage and,
consequently, the management strategies of these pastoral ecosystems. The present
study aimed to develop equations based on fecal nitrogen excretion (FNe) to estimate
organic matter intake (OMI) and fecal nitrogen content (FNc) to estimate organic
matter digestibility (OMD) in sheep exclusively fed with native grassland. In a
completely randomized design, 16 Corriedale sheep with an average live weight (LW)
of 44.4 kg were housed in metabolic cages and assigned to four treatments, each
corresponding to four levels of forage allowance (15, 20, 25 g dry matter/kg LW and
ad libitum). Four measurement periods were conducted during the spring of 2019 and
the summer of 2020, involving five days of acclimatization to the metabolic cages, ten
days of acclimatization to the treatments and five days of measurements. Forage was
harvested once daily and offered fresh at two separate times (8 am and 5 pm).
Measurements included forage intake (difference between offered and refusal), total
fecal excretion and the chemical composition of both feces and forage. A precise linear
regression model (p < 0.001; R? = 0.93) was developed to estimate OMI in sheep fed
with native grassland based on FNe [OMI (g OM/animal/day) = 90.1 + 105.5 x FNe].
Additionally, a precise exponential regression model (p < 0.001; R? = 0.56) was
generated to estimate OMD in sheep based on FNc [OMD (kg/kg OM) = 0.17506¢°%6°3
*FN] "In conclusion, our findings highlight the precision of FNe and FNc in estimating
OMI and OMD, respectively, in sheep fed with native grassland from the Rio de la

Plata region.

Keywords: feed intake, fecal N content, fecal N excretion, natural grassland
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1. Introduccién

Los pastizales naturales se encuentran distribuidos en la gran mayoria de los
continentes, ocupando aproximadamente el 40 % de la superficie global (WRI, 2000).
Por su parte, los pastizales naturales de la region del Rio de la Plata estan ubicados en
todo el Uruguay, el centro-este de Argentina y parte del sur de Brasil y se encuentran
dentro de las ecorregiones naturales mas grandes del mundo (Soriano, 1992). Estas
pasturas estan compuestas por una gran diversidad de especies de plantas (Andrade et
al., 2018), las cuales estan adaptadas a diferentes condiciones climaticas y de suelo, lo
cual genera una estructura heterogénea en el tiempo y el espacio, debido a la
coexistencia de especies de diversos ciclos de produccion y habitos de crecimiento. En
Uruguay, las pasturas nativas abarcan aproximadamente 11,7 millones de hectareas,
lo cual representa el 81,7 % del area del pais (DIEA, 2020). Dichas pasturas son la
principal base forrajera de la produccion ganadera del pais, la cual se desarrolla en su
extensa mayoria sobre condiciones de pastoreo (Berretta, 2009; Diaz et al., 2008).

De forma similar al Uruguay, las pasturas nativas son el principal alimento de
los rumiantes, ovinos y bovinos en varias regiones del mundo. Una buena gestion de
estos pastizales puede conducir a una mejor produccion vegetal, composicion quimica
y estructura que se presenta al animal. De este modo, la gestion de los pastizales
repercutiria en el consumo, digestibilidad, utilizacién de nutrientes y produccion de
dichos animales. En estos sistemas de pastoreo, es un desafio medir directamente el
consumo de materia seca y de nutrientes de los animales, en parte, pues la dieta
consumida difiere en términos de especies de plantas, partes de plantas y contenido de
nutrientes del promedio de la biomasa vegetal disponible. Por tal motivo, es relevante
poder estimar el consumo y la digestibilidad del forraje por los animales en pastoreo,
lo que permitiria elaborar estrategias de manejo en los ecosistemas pastoriles,
principalmente porque el consumo de forraje por los animales esta directamente
relacionado con la ganancia de peso (Boval et al., 2015; Salah et al., 2015) y la emision
de gases de efecto invernadero, como el metano proveniente de la fermentacion
entérica (Zubieta et al., 2021).



La relevancia de determinar el consumo de forraje se debe a que es el principal
factor que afecta la produccion de animales en pastoreo (Carvalho et al., 2007). El
desempefio animal esta explicado en mas de un 70 % por el consumo individual del
alimento y, en menor medida, por la eficiencia con que el animal digiere y metaboliza
los nutrientes consumidos (Waldo, 1986). La cantidad, calidad y estructura del forraje
a la cual el animal acceda influye directamente en el consumo, el comportamiento y la
productividad futura (Hodgson, 1982). En resumen, el consumo esta determinado por
factores propios de la pastura, del animal, del ambiente y del manejo (Chilibroste,
2002; Hadgu, 2016).

Pese a la relevancia que tiene el determinar el consumo y el comportamiento
ingestivo relacionado, no existe un método estandar 6ptimo para su estimacion en los
ecosistemas pastoriles, y esto es debido a que no puede ser medido directamente
(Penning, 2004). Como consecuencia, se han desarrollado diversas técnicas para la
estimacién de consumo y digestibilidad, basadas en mediciones en los animales, asi
como en mediciones en la biomasa vegetal, las cuales varian en costo, precision,
confiabilidad y mano de obra necesaria para ser llevadas adelante (Gordon, 1995).
Dichas técnicas para estimar consumo y composicion de la dieta han sido ampliamente
revisadas por diferentes investigadores (Dove y Mayes, 1996; Langlands, 1987; Mayes
y Dove, 2000).

Son varias las técnicas que pueden ser utilizadas en la determinacion de consumo
y digestibilidad de alimentos forrajeros basadas en la utilizacién de marcadores
externos e internos. Debido a las dificultades que presenta la recoleccion total de heces
excretadas, especialmente en animales en pastoreo, una de las técnicas sugeridas es la
estimacion a través de la excrecion total de nitrogeno fecal, basada en la alta
correlacion entre la ingesta de materia organica y la excrecion de nitrogeno fecal
reportada por Lancaster (1949). Esto es en funcion de que la mayoria del nitrégeno
fecal es de origen metabdlico y estd compuesto por microbios no digeridos,
secreciones del tracto digestivo y células epiteliales, y que esa secrecion es constante
por unidad de materia organica ingerida (Kozloski et al., 2014); mientras que si hay
un aumento en la concentracion de nitrégeno fecal a un mismo consumo de materia

orgénica, es un resultado de un incremento en la digestibilidad.



Se han propuesto ecuaciones lineales para estimar el consumo y la digestibilidad
a partir de la cantidad de nitrégeno excretado en las heces de rumiantes alimentados
con diferentes tipos de forrajes (Azevedo et al., 2014; David et al., 2014; Kozloski et
al., 2014). A partir de lo reportado por Boval et al. (1996), Peripolli et al. (2011),
Azevedo et al. (2014) y David et al. (2014) sobre la utilizacion del nitrégeno fecal
como marcador para estimar consumo Yy digestibilidad de ovinos y bovinos
alimentados con diferentes especies forrajeras (pasturas cultivadas), es posible
concluir que el nitrogeno fecal es un buen marcador. Incluso Kozloski et al. (2014) y
Azevedo et al. (2024) afirman que es un buen estimador cuando el alimento ofrecido
a los animales son pasturas nativas (conjunto de especies).

Si bien hay estudios generados sobre diferentes modelos para la estimacion de
consumo Yy digestibilidad sobre pasturas cultivadas y multiespecies, ademas de con
diferentes animales, ovinos y bovinos, ain falta confirmar informacion sobre nuestras
pasturas nativas. Por tal motivo, la hip6tesis planteada en este trabajo refiere a que el
nitrégeno fecal presenta buena precision en la estimacion de consumo y digestibilidad
del forraje por ovinos alimentados con pasturas nativas de la region del Rio de la Plata.
El objetivo central de esta investigacidn es generar una ecuacion basada en el nitrégeno
fecal para estimar el consumo y la digestibilidad del forraje de ovinos alimentados con

pasturas nativas en Uruguay.

1.1. Antecedentes

El principal recurso alimenticio para los rumiantes en el mundo es el forraje en
sus diversas variedades, presentaciones y ecosistemas, siendo su presentacion en
fresco la que predomina en su extensa mayoria. Uruguay, el centro-este de Argentina
y el sur de Brasil se encuentran ubicados en una regién ecolégica denominada los
Campos Sudamericanos, que se extiende sobre 0,5 M km?, entre 27 °S'y 35 °S (Jaurena
et al., 2021). En dicha region, dominan los pastizales templados y subtropicales
conformados por conjuntos de especies, las cuales se relacionan con el suelo, asi como
con los tipos e intensidad de pastoreo (Berretta et al., 2000). El area de las pasturas
nativas de Campos ha ido disminuyendo debido a la conversion a cultivos de cereales,



pastos cultivados y plantaciones forestales (Baeza y Paruelo, 2020; Viglizzo y Frank,
2006). Hoy en dia, las pasturas nativas remanentes ocupan el 36 % de su extension
original en Rio Grande del Sur-Brasil (Trindade et al., 2018), el 64 % en Uruguay
(Cortelezzi y Mondelli, 2014), el 26 % en Entre Rios y el 72 % en Corrientes, en
Argentina (INDEC, 2018). Los ecosistemas de Campos y sus pasturas nativas se
utilizan principalmente para la produccion ganadera extensiva, ademés de brindar una
variedad de servicios ecosistémicos como ser: el sustento de la biodiversidad vegetal
y animal, el control de la erosion del suelo y el almacenamiento de carbono organico
del suelo, los nutrientes regulacion del ciclo y suministro de agua, la regulacion del
clima (Viglizzo y Frank, 2006; Weyland et al., 2017). Estos pastizales son unicos,
debido a su alta diversidad, ricos en especies, pero estan siendo desafiados por cambios
en el uso de la tierra (Overbeck et al., 2007); por tanto, se necesitan estrategias para
mejorar la produccion ganadera y conservar el ecosistema (Carvalho y Batello, 2009).

Los rumiantes se alimentan en su gran mayoria de estas pasturas nativas en varias
regiones, pudiendo ser criados en condiciones extensivas o intensivas, siendo su
alimentacion generalmente ad libitum, aunque en algunas ocasiones (disponibilidad de
forraje limitante, condiciones climaticas adversas, entre otros) puede ser limitada, lo
que implica insuficiente alimento ingerido por los animales para satisfacer sus
necesidades nutricionales para crecimiento ontogénico, mantenimiento y produccién.
El consumo y la digestibilidad son dos de los principales parametros que definen la
calidad de un alimento, siendo el consumo el factor con mayor importancia influyendo
directamente en el desempefio animal (Poppi et al., 1999). El consumo voluntario se
denomina como la cantidad de alimento ingerido por un animal durante un periodo de
tiempo determinado con acceso libre al alimento (Mertens, 1994) y esta constituido
por tres dimensiones, animal, forraje y medioambiente. Ademas, es una variable
multifactorial, que involucra factores genéticos, neuroendocrinos y hormonales, de
alimentacion y ambientales (Pulina et al., 2013); mientras que la digestibilidad
representa la proporcién de nutrientes que incorpora efectivamente el animal,
representando el porcentaje de un alimento consumido que no es eliminado en heces
y, por tanto, queda disponible dentro del animal para cumplir con las funciones de

mantenimiento, produccién y reproduccién. Algunos factores que afectan la



digestibilidad de los forrajes son: su estado de madurez, el nivel de procesamiento que
tienen y su composicion quimica. En definitiva, el consumo esta determinado por
factores propios de la pastura, el animal, el ambiente y el manejo (Chilibroste, 2002;
Hadgu, 2016).

Los factores relativos al alimento son: caracteristicas fisicas y quimicas,
estructura de la pastura (altura, masa), balance de nutrientes, factores antinutricionales
y efectos asociativos del alimento (como, por ejemplo, la suplementacién). Los
factores asociados al animal son: estado fisioldgico y edad, genotipo y tamafio.
Finalmente, los factores vinculados al ambiente pueden ser la temperatura, la
disponibilidad de agua, la sanidad: prevalencia de enfermedades y entorno, como ser
si el animal esta en pastoreo o esta en corral 0 a galpon. Se han desarrollado diferentes
teorias para explicar la regulacion del consumo y sobre todo para predecirlo. Sin ser el
objetivo desarrollarlas, se las menciona brevemente a continuacion (Forbes, 2007).

« Limitacion de consumo por volumen: se basa en el control del consumo dado

por la capacidad de llenado del tracto digestivo y la tasa de pasaje del alimento, sin
incluir aspectos del metabolismo. Por ejemplo, dietas altas en fibras y con baja energia
disponible ocasionan una distension digestiva, lo cual limita el consumo voluntario.
Este ultimo se ve afectado por una disminucion en la capacidad reticulo-rumen y por
la velocidad de desaparicion de la ingesta en este drgano. Las propiedades fisicas y
quimicas del forraje juegan un rol, pues la velocidad de desaparicion depende de la
velocidad de paso y de absorcidn, y estas dependen, a su vez, de las propiedades de
cada forraje (Clark y Armentano, 1997). La eficiencia de utilizacion del alimento se
ve significativamente afectada por el volumen del rumen, la tasa de fermentacion, el
recambio ruminal y el tiempo de digestion.

» Modelos de restricciones e hipétesis de las dos fases: actian dos mecanismos

principales, fisicos (capacidad del rumen) y metabdlico-quimicos (Orcasberro y
Fernandez, 1988). EI consumo voluntario es un factor determinante en la ingestion
total de energia, por lo que el animal posee mecanismos que regulan el consumo en
funcién del balance energético (por ejemplo, el volumen del alimento) (Burns et al.,
1991). Cuando la dieta tiene una alta concentracion de energia, vitaminas y minerales

disponibles, el animal consume hasta satisfacer su apetito, siendo el potencial del



animal el limite al consumo (Galli et al., 1996). La digestibilidad se relaciona
intimamente con el consumo porque controla la tasa de pasaje. Cuando el animal tiene
acceso a una oferta de pastura ilimitada, el consumo aumenta al incrementarse el valor
nutritivo del forraje seleccionado; es decir, con mayor digestibilidad se observa un
mayor consumo, hasta que los requerimientos de energia son satisfechos. (Baumgardt,
1972). Incluso pasado este punto, mayores digestibilidades se pueden asociar con
menor consumo en materia seca. Esta teoria suma al control fisico otras restricciones,
alta temperatura ambiente, calor del animal y necesidad de homeotermia.

» Teoria de restricciones multiples: en esta teoria se utilizan 6 limites potenciales

para estudiar el consumo potencial. Ellos son: tasa de ingesta, excrecion fecal, tasa de
pasaje ruminal, requerimientos del animal, disipacion de calor y metabolismo (flujo
de ATP).

« Algunas otras teorias posteriores: incluyen mas aspectos como las

caracteristicas sensoriales del alimento y otros vinculados al llenado fisico del tracto
digestivo. Los animales en pastoreo desarrollan la capacidad de seleccionar qué
cosechar. Dicha capacidad se adquiere a partir de los sentidos del gusto y del olfato y
la experiencia previa de consumo, lo cual es aprendido por el animal junto a su madre.
Por ejemplo, prefieren hojas frente al tallo, el material verde sobre el material seco, las
leguminosas sobre gramineas (Ganzabal, 1997). De hecho, los animales en pastoreo
también pueden consumir una dieta de mayor digestibilidad que la ofrecida, debido a
esa capacidad de seleccién que poseen (Poppi et al., 1987). Durante las fases de
crecimiento y ciclos reproductivos, el animal va cambiando su consumo para ajustarlo
a sus requerimientos (Forbes, 1986). Es l6gico pensar que el tamafio y el peso del
animal son factores que afectan directamente el consumo y la selectividad (Romney y
Gill, 2000); animales mas grandes y pesados tienen un mayor consumo.Asi como la
fase de desarrollo que se encuentre el animal, sus requerimeintos varian segun si esta
en la fase de crecimiento o reproduccion o lactacion, por tanto su consumo también.

» Maximizar eficiencia 0 modelo costo/beneficio: se basa en que los animales

comen para maximizar la relacion entre energia neta disponible y cantidad de oxigeno

consumido.



» Minimo malestar (discomfort en inglés) total: una aproximacién multifactorial

que tiene en cuenta dos enfoques para explicar el consumo y la selectividad; por un
lado, la vision de la fisiologia del animal para explicar consumo y, por otro, una vision
de evolucion que entiende que el animal hara lo que tenga que hacer para sobrevivir y
reproducirse.

A raiz de esta multifactoriedad que afectan el consumo resulta dificil medir
directamente el consumo y la digestibilidad en pastoreo, por lo que el uso de
marcadores es una herramienta atractiva, pues minimiza la interferencia con los
patrones de comportamiento animal y simplifica los procedimientos. Existen diversas
técnicas desarrolladas y utilizadas para estimar consumo y digestibilidad del forraje,
las cuales varian desde mediciones en la pastura hasta el uso de marcadores (internos
y externos), existiendo métodos directos e indirectos que estiman el consumo
individual de los animales (Dove et al., 1990; Penninng y Johnson, 1983). Dentro de
los métodos indirectos, existen diversas técnicas, tales como técnicas in vitro (Tilley y
Terry, 1963), fistulas esofagicas (Torell, 1954), y métodos enzimaticos (Aufere y
Demarquille, 1989; Jones y Hayward, 1975). Los marcadores, por su parte, son
compuestos de referencia utilizados para monitorear aspectos quimicos y fisicos de la
digestion, estimar el flujo de la digesta, digestibilidad parcial o total y la produccion
fecal en diversas especies animales. Ademas, deben ser inertes y no téxicos, no ser
absorbidos ni metabolizados, no tener funciones fisioldgicas, mezclarse bien con el
alimento y permanecer uniformemente distribuidos en la digesta, no interferir con las
secreciones intestinales, absorcion o motilidad, ni con la micloflora del tracto
digestivo, poseer un método especifico de determinacion analitica y, en la medida de
lo posible, ser econdmicos. Se clasifican en internos, que son constituyentes naturales
de los alimentos o del animal (silice, lignina, nitrogeno fecal, cromodgenos, fibra
detergente &cida y neutro indigestibles, cenizas insolubles en acido, n-alcanos); y
externos, que son compuestos inertes (6xido croémico, titanio, iterbio, rutenio
fenantrolina, cromo y cobalto) (Rodriguez et al., 2007). Para ser validado, un marcador
debe ser comparado con un patron; en el caso de la digestibilidad aparente, ese patrén
es la recoleccion total de heces. El desarrollo de las técnicas que usan marcadores

(internos y externos) es debido a las dificultades que presenta la recoleccion total de



heces excretadas, sobre todo en animales en pastoreo. De los marcadores conocidos
hasta el momento y mencionados anteriormente, ninguno atiende todos estos criterios;
por otro lado, el grado tolerable de error puede diferir de acuerdo con la variable que
se esté midiendo (Owens y Hanson, 1992). Todas las técnicas y marcadores
anteriormente mencionados presentan limitaciones.

Las técnicas de estimacion de consumo y digestibilidad de forrajes en algin
punto presentan limitantes, y es debido a esto que unas presentan mayor precision y
ventajas frente a otras. Ademas, como se menciond, tanto el consumo como la
digestibilidad dependen de multiples factores que los estan determinando y al
momento de querer estimar estos parametros estan incidiendo y pueden causar menor
0 mayor grado de error, dependiendo de las condiciones presentes. En el caso de las
técnicas in vitro en el laboratorio, una de las limitantes es la obtencion de una muestra
representativa de forraje consumido, y, aunque esto puede ser solucionado en parte por
el uso de marcadores, estos deben ser realmente indigestibles para poder ser
recuperados con suficiente exactitud. En el caso de los marcadores externos, la mayor
limitacién es que no se comportan como las particulas del alimento y cuando se
adhieren a la porcion fibrosa pueden alterar algunas caracteristicas quimicas y fisicas.
Por su parte, los marcadores internos presentan como principales restricciones la
recuperacion variable o incompleta en las heces, la variacion en la tasa de pasaje por
el rumen y los muestreos poco representativos junto con el delineamiento estadistico
(Fahey y Jung, 1983; Titgemeyer, 2001). Uno de los obstaculos que se presenta en la
mayoria de los métodos, es su uso restringido cuando los animales pueden seleccionar
diferentes especies forrajeras en la pastura ofrecida o,también cuando los animales son
suplementados, debido a la interaccion entre alimentos en términos de digestibilidad
(Peyraud, 1996). En definitiva, esto implica el desarrollo continuo de ecuaciones de
regresion para todo el rango de opciones posibles.

Se han realizado numerosos esfuerzos en generar y testear metodologias directas
e indirectas para estimar de forma precisa el consumo y digestibilidad de forraje
(Andriarimalala et al., 2021; Dove y Mayes, 2005; Garrett et al., 2020; Kozloski et al.,
2018; Lancaster, 1949; Mayes y Dove, 2000). El efecto del nivel de consumo sobre

aspectos nutricionales y productivos puede evaluarse mediante pruebas con animales



en pastoreo, asi como con animales en condiciones de corral con jaulas metabdlicas.
Se han desarrollado métodos de referencia en lo que respecta a nutricién de animales
estabulados (Cochran y Galyean, 1994). Por el contrario, la nutricion de los animales
en pastoreo presenta mayores desafios debido a la dificultad de estimar con precision
el consumo de forraje por los animales (Carvalho et al., 2007; Coleman y Moore,
2003), principalmente en pasturas heterogéneas como lo son las pasturas nativas de la
region del Rio de la Plata. Dentro de los métodos existentes, los basados en la
composicion quimica de las heces resultan atractivos puesto que permiten predecir el
consumo Yy la digestibilidad de la dieta de los forrajes para animales individuales
(Corbett y Freer, 2003). La técnica de nitrogeno fecal parece ser una opcion adecuada;
requiere de un desarrollo continuo de curvas de regresion que relacionen el compuesto
mencionado con la digestibilidad de la dieta consumida por el animal; ademas se debe
considerar la variacion individual de digestibilidad entre animales, asi como los efectos
del cambio de consumo de forraje en su digestibilidad.

Si ponemos foco a los marcadores internos, el contenido de nitrégeno en heces
es utilizado con frecuencia debido a su aplicabilidad y metodologia de analisis (Savian
et al., 2018), requiriendo de pruebas en condiciones controladas, de manera de lograr
establecer relaciones entre consumo, digestibilidad y el marcador y de este modo
generar ecuaciones de estimaciones (Wang et al., 2009). El primer investigador en
establecer la relacion entre la digestibilidad de la materia organica y el contenido de
nitrdgeno en heces fue Lancaster (1949). EI método presenta la necesidad de
cuantificar la produccion total de heces, pudiéndose hacer mediante un marcador
externo (gj., dioxido de titanio; Glindemann et al., 2009) o por colecta total con bolsas
de recoleccién (Penning, 2004). Esta segunda técnica en particular es principalmente
apropiada para animales machos y se recomienda un periodo de recoleccion de 5 dias
(Le Du y Penning, 1982). Por su parte, autores tales como Wang et al. (2009), Lukas
et al. (2005) y Peripolli et al. (2011) han recopilado datos de ensayos de digestibilidad
en ovinos. En la recopilacion realizada por Peripolli et al. (2011) con diferentes
forrajes se observo una alta correlacion (0,85) entre consumo de materia organica del
forraje y excrecion fecal de nitrégeno (g/dia), mientras que Azevedo et al. (2014)

reportan un R? de 0,77 o 0,83 para ecuaciones hiperbolicas simples y multiples para



predecir la digestibilidad de la materia orgénica a través del nitrégeno fecal y la
inclusion de la fibra detergente &cida en la prediccién. Como resultado, el contenido
de nitrogeno excretado en las heces puede ser utilizado para estimar digestibilidad de
los alimentos ingeridos por el animal (Lukas et al., 2005) y también consumo diario
de alimentos (Peripolli et al., 2011). El uso de nitrogeno fecal como marcador esta
basado en que la excrecion total de nitrégeno enddgeno es proporcional a la cantidad
de materia organica excretada y, por lo tanto, consumida. En paralelo, la concentracién
de nitrégeno fecal es proporcional a la digestibilidad de la materia organica (Lancaster,
1949; Lukas et al., 2005). Si hay un incremento en la concentracion de nitrégeno fecal,
a un mismo consumo, se debe explicar por un incremento en la digestibilidad.

La mayor parte de la literatura explora la utilizacion del nitrégeno fecal para
estimar digestibilidad (Boval et al., 2003; Lukas et al., 2005), pero existen trabajos
como el de Boval et al. (1996), Peripolli et al. (2011), Azevedo et al. (2014) y David
et al. (2014), los cuales utilizan el indice fecal para estimar consumo a través de
ecuaciones generadas en situaciones especificas de forraje (cuadros 1y 2) y obtienen
resultados con buena precision. La técnica ha tenido éxito en pasturas de clima
templado (Azevedo et al., 2014; Barthiaux-Thill y Oger, 1986; Thomas y Campling,
1976), asi como en pasturas de clima tropical (Boval et al., 1996; David et al., 2014),
y es por tal motivo que resulta atractiva. Por su parte, Boval et al. (1996), Peripolli et
al. (2011) y Kozloski et al. (2014) encontraron una relacién lineal positiva entre el
consumo de materia organicay la excrecion fecal de nitrégeno. Segun lo reportado por
Kozloski et al. (2018), quienes generaron una ecuacion [consumo de materia organica
(g/dia/kg peso vivo) = 1,1 £ 0,75 + (101 + 5,9 x nitrogeno fecal (g/dia/kg peso vivo))]
para estimar el consumo de campo nativo por ovinos y bovinos, el nitrogeno fecal
presentd ventajas en estimar el consumo sobre la técnica de los n-alcanos. Es
importante resaltar que la mayoria de las ecuaciones son generadas con una especie
forrajera, como son los ejemplos de Azevedo et al. (2014) y David et al. (2014), que
generaron ecuaciones especificas para Lolium multiflorum y Pennisetum americanum,
respectivamente. Ecuaciones generales como la de Lukas et al. (2005) y Wang et al.
(2009) para digestibilidad, y Peripolli et al. (2011) para digestibilidad y consumo son

mas escasas. Mas raras aln son ecuaciones generadas con maltiples especies como el
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campo nativo de la zona del Rio de la Plata. En este sentido, Azevedo et al. (2024) y
Kozloski et al. (2018) apuntan al nitrogeno fecal como un buen marcador para estimar
el consumo de animales consumiendo pasturas nativas.

En el cuadro 1, se pueden observar 6 ecuaciones lineales para estimar consumo
de MO utilizando la excrecion de nitrégeno fecal (eNf). Estas ecuaciones presentan un
rango de R? entre 0,73 y 0,90, siendo los valores mas altos aquellos logrados con el
estudio de pasturas menos diversas, como lo son los trabajos en Dichanthium spp,
Pennisetum americanum y Lolium multiflorum. En la medida que la pastura o base
forrajera es més compleja o diversa, como en los trabajos de Peripolli et al. (2011) y
Kozloski et al. (2014), se obtienen menores ajustes en la ecuacion de prediccion, lo
cual es entendible desde el punto de vista de que la dieta en pasturas diversas puede
estar compuesta de diferente forma entre animales y a distintos niveles de consumo.
Mas all& de ello, los ajustes son altos, considerando dos especies, diferentes dietas
forrajeras y la inclusion de suplementos.

Finalmente, se han reportado ecuaciones que incluyen otros elementos o
caracteristicas de la dieta o las excreciones, como es la DMO o la excrecion de FDN.
En los dos casos, incluidos en el cuadro 1, los R? superan 0,90, que es el valor mas alto
en ecuaciones lineales con un solo elemento (Nf). Estas ecuaciones mejoran el ajuste,
aunque son mas complejas y requieren mas analisis de laboratorio para tener todas las
variables independientes que se necesitan para su calculo. Es de destacar el reciente
trabajo realizado por Azevedo et al. (2024), quienes incorporan 3 variables
independientes y logran un R? de 0,95, trabajando con pasto nativo con inclusiones de
raigras. Es interesante determinar si el excluir el raigras de la dieta afecta ese resultado.

En el cuadro 2 se reportan 17 ecuaciones de prediccién de la digestibilidad de la
materia organica. Son muy variados los tipos de modelos utilizados para el desarrollo
de las ecuaciones: se incluyen modelos de tipo lineal, exponencial, hiperbolico, lineal
multiple, curvilineo, mixto no lineal y exponencial multiple, con R? de 0,36 a 0,89. En
una primera observacion, para la prediccion de la digestibilidad, se utiliza un mayor
numero de modelos dependiendo de las caracteristicas del estudio, y también hay una
mayor variabilidad en el R?, con un minimo y maximo inferiores a los modelos de

prediccién de consumo de materia organica con base en elementos de las excreciones.
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En esta oportunidad, nuevamente pareciera que pasturas mas diversas o con un menor
rango de variacion de la digestibilidad (C4 o pastos nativos predominancia C4)
presentan menos ajustes que pasturas menos diversas y con un mayor rango de
digestibilidad de la materia organica (pasto nativo con raigras, Lolium, forrajes
templados).

En sintesis, si bien depende de cada caso en particular, el consumo de materia
organica puede predecirse con un buen R? con modelos lineales con base en la
excrecion de N fecal, mientras que la digestibilidad presenta buenos ajustes con
modelos que no necesariamente son lineales y en funcion de la concentracién de N
fecal. También es frecuente que el mejor modelo incluya otras caracteristicas como la
FDA o FDN fecal.
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Cuadro 1

Resumen de estudios que generaron ecuaciones de estimacion de consumo con base en la cantidad de nitrégeno excretado (Nf) en heces
con diferentes tipos de forrajes y especie animal.

Fuente Ecuacion R? Eggﬁg Especie Forrajera i;pl)rer?;el
Bo(\fggeg)al. CMO = 2,327 + 12,59 x Nf 0,86 Lineal Dichanthiumspp ~ Bovinos
Peripolli et al. CMO = 216.17 + 11.09 x Nf _ 27 forfajes utilizados _
(2011) , , 0,73  Lineal en Rio Grande del Ovinos
Sur
. Forrajes tropicales y
Kozéggist al. CMO =356 + 55,4 x Nf 0,76  Lineal subtropicalescony  Ovinos
sin suplementos
Kozloski et al. CMO =1,1+101 x Nf Lineal Pasturas nativas del ~ Ovinos,
(2018) Rio de la Plata Bovinos
David et al CMO = 23,949 + 15,31 x PCf . Pennisetum .
(2014) ' 0,90 Lineal americanum Ovinos
David et al. CMO = 16,52 + 29,15 x PCf — 5,38 x FDNf Lineal Pennisetum :
0,94 P . Ovinos
(2014) maultiple americanum
Azevedo et al. CMO = 111,33 + 18,33 x PCf ineal Lolium multiflorum .
(2014) 0,78 Linea Lam. Ovinos
Pasto nativo ubicado
Azevedo et al. CMO = 1,346 x PCf — 47,63 0,03 LJnt_eaI en el bioma pampa e BOVinos
(2024) multiple inclusiones de

raigras

Nota. CMO = consumo de materia organica; Nf = nitrogeno fecal; PCf = proteina cruda fecal; FDNf = fibra detergente neutro fecal; DMO = digestibilidad de materia organica.
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Cuadro 2

Resumen de estudios que generaron ecuaciones de estimacion de digestibilidad con base en la cantidad de nitrégeno excretado (Nf) en
heces con diferentes tipos de forrajes y especie animal.

. Tipo de . . Especie
2
Fuente Ecuacion R Modelo Especie Forrajera Animal
Comeron y Forrajes de zonas
Peyraud DMO = 0,612 + 0,042 Nf 0,72 Lineal teJm ladas Bovinos
(1993) P
Comerony 3 2 . Forrajes de zonas .
Peyraud DMO = 0,342 + 0,188 Nf — 0,018 Nf 0,83 Cuadrética Bovinos
templadas
(1993)
Comeron y = Lineal Forrajes de zonas
Peyraud DMO = 0,78 + 0,0334 Nf — 0,0038 FDAf 089 Sne% fales e 2¢ Bovinos
(1993) P P
Bo(\éaéloest)al. DMO = 0,8161 - 1,9864/PCf 0,71 Hiperbdlica Digitaria decumbens Ovinos
Bo(\;%IO%t)al' DMO = 0,4748 + 0,0143 PCf 0,75 Lineal Digitaria decumbens Ovinos
Lukas et al. DMO = 79.76 — 107.7 exp(0.01515xPCf) . Hohenheim y .
(2005) P 082 Curvilinea Braunschweig, Alemania Bovinos
Lu(kza(;soest)al. DMO = 72,86 — 107,7 exp(001515FCD 0,82  Curvilinea Gumpenstein, Austria ~ Bovinos
Wang et al. DMO = 0,899 — 0,644 exp(~0-5774<PCi100) Ml_xto no 7 tipos de forrajes Ovinos
(2009) lineal representados
Peripolli et DMO =0.7236—0.3598 exp!("0:9052xPCf)/100) . 27 forrajes utilizados en .
al. (2011) P 0,36 No Lineal Rio Grande del Sur Ovinos
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SHPAA DMO = 1,01557 - 39,606 7/PCf 0,77 Hlpgrbollca Lolium multiflorum Lam.  Ovinos
al. (2014) simple
Azevedoet MO =1,11581 - 23,4416/PCf-0,000590151 FDAf gz Hiperbdlica . o ecorum Lam. Ovinos
al. (2014) ' multiple '
payid etal DMO =1,20838 - 112,831/PCf 0,53 Hlpgrbollca Pennisetum Americanum Ovinos
(2014) simple
Davidetal.  pMmO =1,24238 — 106,421/PCf — 0,000182763 x FDAf g, HiPErbOlica o .0 A sricanum Ovinos
(2014) ' multiple
Davidetal. pmo = 1,29325 — 98,2962/PCf — 0,000239755 x FDNf o5 Hiperbolica o oo o cricanum Ovinos
(2014) ' multiple
Da(\gglzt)al. DMO = 1,5313 — 1,1486exp - !>+FC7100) 0,77 Exponencial ~ Pennisetum Americanum  Ovinos
Azevedo et (:0.041xPCH) Pasto nativo ubicado en el
al. (2024) DMO = 0,709 - 9,506 exp™ 0,61 Exponencial bioma pampa e inclusiones Bovinos
. de raigras
Azevedo et Pasto nativo ubicado en el
a1 (202 DMO = 0,942 - 38,619/PCf 0,62 Hiperbdlica bioma pampa e inclusiones Bovinos

de raigras

Nota. DMO = digestibilidad de materia organica; Nf = nitrogeno fecal; PCf = proteina cruda fecal; FDAf = fibra detergente acido fecal; FDNf = fibra detergente

neutro fecal.
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En los sistemas de produccion ganaderos, cobra gran relevancia evaluar el valor
nutritivo de la dieta de los animales, siendo el consumo y la digestibilidad parametros
claves; de este modo es posible gestionar adecuadamente los recursos, puesto que el
desconocimiento puede dificultar las estrategias y decisiones que se desean realizar.
En Uruguay, los sistemas productivos se caracterizan por condiciones de pastoreo de
pasturas nativas, las cuales pueden condicionar diferentes niveles de consumo. Los
niveles variables de consumo pueden generar diversas respuestas en mdltiples
variables y, de este modo, pueden afectar el uso de los nutrientes y la produccién
animal. Por lo tanto, abordar estas relaciones es relevante para evaluar el impacto real
de los sistemas de produccién en pastoreo sobre pasturas nativas. De este modo, se
podrian disefiar practicas de gestion de pastoreo que conduzcan a tener sistemas mas
eficientes y resilientes.

La estrategia de investigacion disefiada para desarrollar una ecuacién de
estimacién de consumo y digestibilidad de forraje permite la medicion de algunas
variables adicionales, como ser produccion de orina, ambiente ruminal, emision de
metano y comportamiento ingestivo. La medicion de dichas variables permitira un
mayor conocimiento sobre el efecto de la restriccion alimentaria de forraje en
parametros de nutricion animal (Goopy et al., 2020). Una investigacién como la
planteada en este proyecto conlleva la movilizacion de varios recursos, por lo que
parece pertinente hacer fructifera la oportunidad y utilizar dichos recursos de la manera
mas eficiente posible, para aumentar la generacion de conocimiento en relacién con la

inversion realizada.

1.2. HipOGtesis
El nitrégeno fecal es un marcador interno adecuado que presenta una alta
precision para estimar el consumo y la digestibilidad de la materia organica en ovinos

alimentadas con pastos nativos de Uruguay.
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1.3. Objetivos

2.1.1. General

Generar modelos de regresion lineales y no lineales basados en la excrecion total
de nitrogeno en las heces (eNF) y en el contenido de nitrogeno en las heces (CNF) para
estimar, respectivamente, el consumo y la digestibilidad de la materia organica (MO)
en ovinos alimentados con pastos nativos de la region del Rio de la Plata en

Sudamérica.

2.1.1. Especificos
Generar una ecuacion lineal basada en la eNF para predecir el consumo de MO.

Generar una ecuacién no lineal basada en el cNF para predecir la digestibilidad
de la MO.
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2. Using faecal nitrogen as a marker to estimate intake and forage digestibility
in sheep fed multi-species native grasslands

2.1. Resumen

En varias regiones del mundo, las pasturas nativas son el principal alimento para los
rumiantes debido a su extension y distribucion geogréfica. Los pastizales de la regién
del Rio de la Plata se caracterizan por ser uno de los mas grandes del mundo, por tanto,
la produccion ganadera de la region se desarrolla en su extensa mayoria sobre
condiciones de pastoreo, siendo un desafio la estimacion del consumo de forraje y por
consecuente el disefio de estrategias de manejo de dichos ecosistemas pastoriles. El
principal objetivo del presente estudio fue generar una ecuacion lineal, basada en la
excrecion de nitrogeno fecal (eNF), para estimar el consumo de materia organica
(CMO) y una ecuacion no lineal, basado en el contenido de nitrégeno en las heces
(cNF), para estimar la digestibilidad de la materia organica (DMO) de ovinos
alimentados exclusivamente con forraje de campo natural. En un disefio
completamente al azar, 16 borregos Corriedale con promedio de 44,4 kg de peso vivo
(PV) fueron alojados en jaulas metabolicas y distribuidos a cuatro tratamientos, dados
por cuatro niveles de oferta de forraje (15, 20, 25 g de materia seca/kg PV'y ad libitum).
Durante la primavera de 2019 y el verano de 2020, se realizaron cuatro periodos de
medicion, con cinco dias de acostumbramiento a la jaula metabolica, diez dias de
acostumbramiento al tratamiento y cinco dias de mediciones. El forraje fue cortado
una vez al dia, ofreciendose el mismo fresco en dos momentos del dia (8 y 17 h). Las
mediciones realizadas fueron: consumo de materia seca (diferencia ofrecido-rechazo),
excrecion total de heces, composicion quimica de heces y alimento. Se generd un
modelo de regresion lineal preciso (p < 0.001; R? = 0,93) para predecir el CMO en
funcién de la eNF [CMO (g/animal/dia) = 90,1 + 105,5 x eNF];. Ademas, se generd
un modelo preciso de regresion exponencial (p < 0.001; R? = 0.56) para estimar la
DMO en ovinos basado en el ctNF [DMO (kg/kg MO) = 0.17506%0653 * FN¢]  En

conclusién, nuestros hallazgos resaltan que la eNF y el cNF son precisos para estimar
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el CMO y la DMO, respectivamente, en ovinos alimentadas con pastos nativos de la
region del Rio de la Plata en Sudamérica.

Palabras clave: campo natural; consumo de alimento; excrecion de nitrégeno;

marcador interno; proteina cruda fecal

2.2. Summary

In several regions worldwide, native grasslands are the primary feed for ruminants due
to their extensive coverage and geographical distribution. The grasslands in the Rio de
la Plata region are characterized as one of the largest in the world; thus, livestock
production in the region mainly occurs under grazing conditions. Estimating forage
intake is challenging, consequently, designing management strategies for these
pastoral ecosystems is crucial. The main objective of this study was to develop a linear
equation based on fecal nitrogen excretion (FNe) to estimate organic matter intake
(OMI) and a nonlinear equation based on fecal nitrogen content (FNc) to estimate
organic matter digestibility (OMD) in sheep exclusively fed with a native grassland.
In a completely randomized design, 16 Corriedale sheep with an average live weight
(LW) of 44.4 kg were housed in metabolic cages and assigned to four treatments
corresponding to four levels of forage allowance (15, 20, 25 g dry matter/kg LW, and
ad libitum). Four measurement periods were conducted during the spring of 2019 and
the summer of 2020, consisting of five days of acclimatization to metabolic cages, ten
days of acclimatization to treatments, and five days of measurements. Forage was
harvested once daily and offered fresh twice daily (at 8 am and 5 pm). The
measurements included dry matter intake (difference between offered and refused),
total fecal excretion, and chemical composition of feces and forage. A precise linear
regression model (p < 0.001; R? = 0.93) was developed to predict OMI based on Fne
[OMI (g/animal/day) = 90.1 + 105.5 x Fne]. Furthermore, a precise exponential
regression model (p < 0.001; R? = 0.56) was generated to estimate OMD in sheep
based on FNc [DMO (kg/kg OM) = 0.17506€%9%3 * FN¢] "In conclusion, our findings
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highlight that Fne and FNc are accurate for estimating OMI and OMD, respectively,
in sheep fed with native grassland from the Rio de la Plata region in South America.

Keywords: faecal crude protein; feed consumption; internal marker; natural grassland,;

nitrogen excretion

2.3. Introduction

Native grasslands are the main food source for sheep and cattle in many regions
of the world. Grasslands are distributed on all continents (except Antarctica),
occupying 30% of the earth’s surface. The high diversity native grasslands from the
Rio de la Plata region (Andrade et al., 2018) in South America (28°S-38°S, 50°W-
61°W) are characterized by being one of the largest in the world, encompassing the
entirety of Uruguay, the central-eastern region of Argentina, and a portion of southern
Brazil (see Baeza and Paruelo, 2020). This ecosystem is used for extensive livestock
production, in addition to providing other ecosystem services, particularly when
subject to effective management practices (Modernel et al., 2016). Among the
ecosystem services are the sustenance of animal and plant biodiversity, control of soil
erosion and storage of soil organic carbon, regulation of the cycle of nutrients, and
water supply (Costanza et al., 1997; Chalar et al., 2017), and mitigation of greenhouse
gas emissions, e.g., methane from the enteric fermentation, under moderate grazing
intensity conditions (Cezimbra et al., 2021).

Well-managed pastures are considered those that have an ideal sward structure
to favour animal grazing time, which consequently results in improvements in their
nutrient intake (Carvalho, 2013). Measuring nutrient or forage intake by animals
directly proves challenging, especially in heterogeneous native grasslands, due in part
to the varied diet they consume, comprising different plant species, plant parts, and
nutrient content that deviates from the average available plant biomass. For this reason,
it is relevant to be able to estimate the forage intake and digestibility in grazing

animals, which would allow the development of grazing management strategies and
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the design of well-planned pastoral ecosystems (Jaurena et al., 2021). Mainly because
the intake of forage by animals is directly related to their performance (Boval et al.,
2015; Salah et al., 2015) and, is the key variable used to develop models to predict
methane emissions from enteric fermentation in ruminants (Niu et al., 2018; Congio
et al., 2022; Belanche et al., 2023). Nevertheless, there is no optimal standard method
for estimating intake in pastoral ecosystems, and this is because it cannot be measured
directly (Penning, 2004).

Therefore, numerous efforts have been made to develop and validate both direct
and indirect methodologies to estimate intake and forage digestibility in animals at
grazing conditions (Lancaster, 1949; Mayes and Dove, 2000; Dove and Mayes, 2005;
Kozloski et al., 2018; Garrett et al., 2020; Andriarimalala et al., 2021), as well as in
plant biomass (Langlands, 1987; Dove and Mayes, 1996; Mayes and Dove, 2000),
which vary in cost, accuracy, reliability and labour (Gordon, 1995). Among the
developed methodologies those based on the use of internal markers and the chemical
composition of the faeces are attractive since they allow for predicting the intake and
forage digestibility in individual animals (Penning and Johnson, 1983). If the focus is
on internal markers, the estimation technique through the excretion of faecal nitrogen
(N) is one of the most used due to its applicability and analysis methodology (Savian
et al., 2018). The development of this technique requires feed intake tests under
controlled conditions, in order to establish the relationship between faecal N excretion
(Fne) and organic matter (OM) intake, and faecal N content (FNc) and OM
digestibility, and thus to generate estimating regression models, respectively (Peripolli
etal., 2011).

Most of the literature explores the use of non-linear regression models based on
the FNCc to estimate OM digestibility in ruminants, such as exponential (e.g., Lukas et
al., 2005; Wang et al., 2009; Peripolli et al., 2011) and hyperbolic (e.g., Boval et al.,
2003; Azevedo et al., 2014; David et al., 2014) models. Furthermore, there are some
studies that used linear regression models to estimate intake in ruminants,
demonstrating a strong relationship between OM intake and Fne with specific forages
(e.g., Azevedo et al., 2014; David et al., 2014) and with different types of forages (e.g.,
Peripolli et al., 2011; Kozloski et al., 2014; Azevedo et al., 2024). For instance,

21



Azevedo et al. (2014) and David et al. (2014) generated specific algorithms for Italian
ryegrass and pearl millet pastures, respectively. More complex regression models like
those developed by Lukas et al. (2005) and Wang et al. (2009), for OM digestibility,
and Peripolli et al. (2011), for OM digestibility and intake, are scarcer. Rarer still are
models generated with multi-species native grasslands. However, it has been indicated
that the faecal N has the potential to be used as a marker to estimate the intake of
animals consuming multi-species native grasslands (Kozloski et al., 2018; Azevedo et
al., 2024).

In this way, we hypothesized that faecal N is a suitable internal marker that
presents high accuracy for estimating OM digestibility and intake by sheep-fed multi-
species native grasslands. This study aimed to generate non-linear and linear
regression models based on FNc and Fne to estimate OM digestibility and intake,
respectively, in sheep-fed multi-species native grasslands from the Rio de la Plata
region in South America.

2.4. Materials and methods

All animal procedures were approved by the Animal Ethics Committee of the
National Agricultural Research Institute (INIA, 2019.10 protocol).

2.4.1. Location, treatments and experimental design

The experiment was conducted at the Glencoe Research Station of INIA,
Paysandu, Uruguay (32°00°21°°S, 57°08°06°°W, altitude 124 m) during spring and
summer, from November 2019 to February 2020. During these months, air average
temperature and total monthly rainfall were 22.9 °C and 117.5 mm, respectively.

In a completely randomized design experiment, sheep were fed with different
levels of forage allowance [15, 20 and 25 g of dry matter (DM) per kg of live weight
(LW), and ad libitum access to feed], as proposed by Azevedo et al. (2014) and
Kozloski et al. (2018). In the treatment that sheep were fed ad libitum, the amount of

forage offered was 20% greater than the potential intake capacity of the sheep (NRC,
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2007); actual sheep intake was measured during the adaptation periods, and later,

confirmed during the sampling days.

2.4.2. Experimental procedures

Prior to starting the experiment, sheep were randomly assigned to each treatment
and placed in the metabolic cages (Rymer, 2000). Sheep and metabolic cages remained
fixed, while the treatments rotated when a new period of measurement started
(explained later).

Four measurement periods were carried out in spring 2019 (periods 1 and 2) and
summer 2020 (periods 3 and 4). Each sheep was evaluated once in each level of forage
allowance treatment (n = 64; 16 sheep x 4 measurement periods).

Two months before the start of the indoor trial, all sheep grazed the same multi-
species native grassland used later, in a single flock, in order to be adapted to the
forage. Before the first measurement period in spring and summer, five extra days of
sheep adaptation to the metabolic cages were performed, and the two measurement
periods per season were conducted in sequence. Then, in all measurement periods,
sheep had 10 days for acclimatisation to the forage allowance treatments, followed by
5 days for forage and faeces sampling (Kozloski et al., 2014). During the first 5 days
of adaptation to the metabolic cage, the same amount of forage was offered ad libitum
to all the animals, while during the following 10 days of acclimatisation to the
treatments and the 5 days of sampling, they received the amount of forage

corresponding to their treatment.

2.4.3. Pasture management and measurements

The forage used in this experiment was a multi-species native grassland from the
Rio de la Plata region in South America (Andrade et al., 2018) dominated by C4
perennial grasses and C3 perennial grasses to a lesser proportion. Before the
experiment began, two hectares of this native grassland were fenced and kept in free

growth (ungrazed) to accumulate forage for the indoor experiment.
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The measurements made in the pasture at the beginning of each experimental
period were forage mass, sward canopy height and botanical composition. Forage mass
was estimated by five cuts of 20 x 50 cm quadrat frame at the ground level with electric
scissors in random sites in the paddock (°’t Mannetje, 2000). The forage samples were
dried in a forced-air oven at 55 °C for 72 h, and then these samples were weighed on
a precision balance (0.01 g) to estimate the amount of partial DM per hectare. A total
of 20 forage mass samples were measured (5 samples x 4 measurement periods).

The sward canopy height was randomly measured by recording 100 heights
made in a zigzag within the paddock. Therefore, a sward stick was used following the
methodology proposed by Barthram (1985). A total of 400 sward height readings were
performed (100 readings x 4 measurement periods).

The botanical composition of the native grassland was estimated using the
Botanal method proposed by (Waite, 1994). Briefly, the vegetal species within a 1 m?
quadrat frame were recorded and the frequency (%) of each one of them was estimated.
In each measurement period, 20 random measurements were made in the paddock,
which means that a total of 80 measurements of botanical composition were performed
(20 measurements x 4 measurement periods). The multi-species native grassland used
in this study (Figure 1) was composed of 62 plant species with similar composition in
the four measurement periods. However, approximately 80% of the relative abundance
of the vegetation was represented by eight plant species. The native grassland was
composed of C4 perennial grasses (Coelorhachis selloana, Paspalum notatum,
Paspalum dilatatum, Axonopus affinis, Bothriochloa laguroides and Paspalum

plicatulum) and C3 perennial grasses (Stipa setigera, and Ciperus sp).
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Figure 1. Plant species richness of the native grassland used to feed the sheep.

Note: The others plant species are represented by Adesmia bicolor, Agrostis
montevidensis, Apium leptophylum, Aristida venustula, Baccharis trimera, Briza
minor, Briza subaristata, Bromus auleticus, Calamagrostis, Calamagrostis
montevidensis, Caloteca brizoides, Cerastium glomeratum, Chaptalia piloselloides,
Chevreulia sarmentosa, Desmodium incanum, Desmanthus virgatus, Eragrostis
lugens, Eryngium nudicaule, Euphorbia sp., Evolvulus sericeus, Galactia Marginalis,
Galium richardianum, Gamochaeta sp., Gamochaeta spicata, Hordeum pusillum,
Juncus sp., Lathyrus sp., Leptocoriphium lanatus, Lolium multiflorum, Melica rigida,
Rhynchosia senna, Richardia humistrata, Richardia stellaris, Schizachyrium
spicatum, Schizachyrium microstachyum, Setaria geniculata, Sporobolus indicus,
Sporobolus sp., Stylosanthes montevidensis, Trachypogon montufari, Verbena
gracilescens, Vulpia australis.

2.4.4. Animal management and measurements

Sixteen castrated male Corriedale wethers with an average of 15-month-old and
44.4 kg LW were individually housed in metabolism cages and randomly assigned to
the treatments. The same sheep were used for the four measurement periods, in spring
2019 (periods 1 and 2) and summer 2020 (periods 3 and 4).
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All sheep were drenched before the experiment (only before period 1, in spring,
and before period 3, in summer) to ensure lower infection with internal parasites;
Naftalophos 15% (Vermkon®, Lab Konig, Buenos Aires, Argentina; 35 mg/kg LW)
was used. Faecal samples were collected directly from the rectum before starting each
measurement period for analysis of internal parasites and to verify that all sheep
presented negligible to low gastrointestinal parasite infestation. The faecal egg count
for all measurement periods was on average 247 eggs per gram of faeces, estimated by
using the modified McMaster technique (Whitlock, 1948).

All sheep were unfasted weighed at the beginning of the period of adaptation to
the treatment and the beginning of the sampling period, in order to adjust the forage

allowance according to sheep LW.

2.4.1.1. Forage harvesting and sheep feeding

Every day, the forage needed to feed the sheep in the afternoon and the following
morning was cut and harvested in the field always in the early afternoon. We used a
forage mower to cut the sward; this machine cuts the pasture without grinding and
chopping it. The forage was cut leaving approximately 4 cm of forage stubble height.
The forage to feed the sheep the following morning was stored overnight in a
refrigerator (0—4 °C) in an open bag to keep it fresh.

Fresh forage was offered to sheep individually according to their LW and
treatment twice a day (8 and 17 h). Every morning, prior to feeding the sheep, feed
refusals of each animal from the previous day were removed and weighed on a
precision scale (0.01 g). During the 5 days of sampling, every day, the offered forage
was sampled in two moments (morning and afternoon), which means that
approximately 100 g of fresh forage was taken at each moment; forage samples were
taken representatively from the bags and were used to represent the forage offered to
all animals (n = 20; 5 samples per period x 4 measurement periods). Each forage
sample was weighed immediately after sampling, and both offered and refused forage
samples were dried in a forced-air oven at 55 °C for 72 h. The animals had free access

to drinking water all the time.
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The forage refusal of each sheep was sampled once a day and the samples from
the five days were pooled in a single sample, then a total of 16 samples of forage
refusal (one sample per sheep) were obtained in each measurement period (n = 64; 16
samples per period x 4 measurement periods).

In addition, a pooled sample from the morning and afternoon of the forage
offered to the sheep (100 g of fresh forage) was used to evaluate morphological
composition by manual separation [n = 20; 5 samples (from 5 days) x 4 measurement
periods]. Fresh forage samples were separated into green and senescent material, and
each fraction was weighed on a precision scale (0.01 g). Afterwards, these samples
were placed in a forced-air oven at 55 °C for 72 h to obtain partial DM of green and

dry material.

2.4.1.2. Faecal excretion

The total daily faecal excretion of sheep was collected during the 5 days of each
measurement period. Each sheep was equipped with a harness and nylon bag; below
the metabolic cages, a specially designed floor and buckets were used to collect the
faeces that casually fell out of the bags. The bags were emptied every day in the
morning, before feeding the animals. Subsequently, the daily faecal sample of each
animal was weighed fresh on a precision scale (0.01 g), pooled, and then a subsample
of 20% of the total was taken, and oven-dried at 55 °C for 96 h. Finally, the 5-day
faecal samples were pooled in one single sample for each sheep, and then a total of 16
samples of faeces (one sample per sheep) were obtained in each measurement period

(n = 64; 16 samples per period x 4 measurement periods).

2.4.5. Eorage and faeces samples preparation and chemical analysis

All oven-dried forage and faecal samples were ground with a knife mill through
a 1-mm screen. Forage and faeces samples were analyzed for DM (105 °C; method ID
934.01), OM (method ID 967.05), crude protein (Kjeldahl N x 6.25; method ID
984.13), and lignin (ID method 973.18) according to AOAC (1995), and acid detergent

27



fibre (ADF), neutral detergent fibre (NDF) were analysed according to Van Soest et
al. (1991).

2.4.6. Calculations and equations validation

The observed partial DM (55 °C) content of offered and refused forage, and
faeces were corrected to the DM (105 °C) and organic matter (OM) contents.
Afterwards, the daily sheep intake of DM and OM was calculated as the difference
between the forage offered and refused in the average of the five days of each
measurement period. Digestibility of each fraction was calculated taking into account
sheep intake and faecal excretion of the fraction as follows: digestibility = (intake —
excretion) + intake x 100. The fecal nitrogen excretion by sheep was based on the
content of N in faeces and the total faecal DM excretion.

A new data set of 32 sheep fed the same multi-species native grassland was used
to validate the equations developed in this study. This trial was carried out in the
summer of 2021, in the same place and with the same protocol of metabolic cages and
following all the same procedures described here. Sixteen castrated male Corriedale
wethers with an average of 15-month-old and 46.4 kg LW were used in the indoor trial
and were evaluated during two measurement periods. The sheep were fed forage ad
libitum with different sward structure treatments based on three stockpiled forage

times.

2.4.7. Statistical analyses

The information analysed was 64 data from 16 sheep (16 animals x 4
treatments). These data passed quality controls by biological inconsistencies (i.e., DM
digestibility lower than 18 g/kg OM) or atypical values that deviate from £ 3 standard
deviations of the student residual of the algorithm OM intake = fecal N + e, remaining
at the end 62 data.

A collinearity analysis was carried out where the different variables that could

be affecting the animal OM intake (g/sheep/day) were studied, i.e.: LW, excretion and
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contents of DM, OM, N and fibre in the faeces), using de PROC REG procedure of
SAS software (2023, Cary, NC, U.S.).

Using the PROC GLM procedure of the same statistical package, a linear model
was generated to adjust OM intake by animal (g/sheep/day) and forage OM
digestibility (kg/kg), using the variables that did not show collinearity as covariates
and dividing them into two groups (a) total excretion of the parameter and (b)
concentration of the parameter.

The coefficient of determination (R?) was estimated for each regression equation
and the Pearson and Spearman correlations for the different estimates and the actual
sheep intake and digestibility of OM were recorded.

Likewise, a validation of the regression models proposed in the experiment using
a second external dataset comprising 32 sheep that were fed with multi-species native
grassland, was performed.

Following the recommendations proposed by Pifieiro et al. (2008), the validation
was performed by regressing observed values (in the y-axis) versus predicted values
with the proposed model (in the x-axis). The correlation and determination coefficients
were estimated with the CORR and the REG procedure of SAS software, respectively.
Additionally, we estimated the root mean squared deviation (RMSD) which represents
the mean deviation of predicted values with respect to the observed ones as
recommended by Pifieiro et al. (2008). The RMSD results in the same units as the

model variable.

2.5. Results

2.5.1. Sward characteristics

Table 1 shows the sward structure and, the morphological and chemical
composition of the forage in accordance with the period (1 and 2 in spring, and 3 and
4 in summer). Both the sward structure and morphological composition of the native
grassland were affected by the measurement periods. Sward height was greater (p <
0.001) in period 2 compared to periods 1, 3 and 4. Forage mass was greater (p < 0.001)
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in period 2 compared with the other periods. There was an effect of periods on green
and dry fractions of the forage, with a greater (p < 0.001) green fraction in periods 3
and 4 than in periods 1 and 2, and a lower (p < 0.001) dry fraction in periods 3 and 4
than in periods 1 and 2.

Most variables related to the chemical composition of the forage, such as DM,
OM, NDF and lignin contents were affected by the measurement period (p < 0.05;
Table 1). However, there was no evidence for any effect of the measurement period
on CP (p = 0.652) and ADF (p = 0.067) contents in the forage.

Table 1. Means and SEM of sward structure, morphological and chemical composition
of a multi-species native grassland fed to sheep in different periods of the year

Period
Parameter 1 5 3 A SEM p.value

Sward structure
Sward height (cm) 9.1b 13.0a 9.9b 9.9b 0.36 <0.001
Forage mass (kg DM/ha)  1348c 2718a 2144b 1762bc 184 <0.001
Morphological composition

Green fraction! 550b 599b 746a  767a 317 <0.001

Dry fraction® 430a 378a 225b  205b 335 <0.001
Chemical composition

Dry matter? 385b 370b 453a  45la 114 <0.001

Organic matter® 842a 826b 823b 83lab 42 0.025

Crude Protein® 84 88 86 79 54 0.652

Acid detergent fiber? 408 386 398 409 62 0.067

Neutral detergent fiber® 68la 626b 634b  637b 96 0.004

Lignin® 72b 76b 85a 86a 29 0.008

L g/kg dry matter (DM) at 55 °C; 2 g/kg fresh forage; ® g/kg dry matter (DM) at 105 °C.

Period 1, November 2019 (spring); Period 2, December 2019 (spring); Period 3, January 2020
(summer); Period 4, February 2020 (summer).

SEM, standard error of the mean.

Means followed different letters within lines are significantly different at p < 0.05.

2.5.2. Eaecal chemical composition and excretion

Faecal chemical composition and excretion by sheep are shown in Table 2. There
was no evidence for any effect of interaction (p > 0.05) between treatment (forage
allowance) and measurement period on sheep faecal chemical composition. In

addition, all variables related to faecal chemical composition (DM, OM, N, ADF, and
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lignin) were affected (p < 0.001) by the measurement period, except the faecal NDF
content (p = 0.064). However, there was no evidence for any effect of forage allowance
treatment on the faecal contents of OM (p = 0.837), N (p = 0.854), ADF (p = 0.636),
NDF (p = 0.877) and lignin (p = 0.374), except for the faecal DM content (p < 0.001).

For excretion of DM (p = 0.005), OM (p = 0.007), N (p = 0.001), ADF (p =
0.004), NDF (p = 0.024) and lignin (p < 0.001) in sheep faeces, an interaction between
treatment (forage allowance) and measurement period was found. In addition, all
variables related to sheep faecal excretion (DM, OM, N, ADF, NDF and lignin) were
affected by the treatment (p < 0.001) and measurement period (p < 0.001).
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Table 2. Means and SEM of faecal chemical composition and excretion by sheep fed a multi-species native grassland under four forage
allowance treatments and in different periods of the year

Forage allowance (% LW/day) Period

Parameter 50 25 ad libitum 1 > 3 g SEMo T P TP
Faecal chemical composition
DM! 447a  430b  408c 408c 459a  449a  393b  393b 58 <0.001 <0.001 0.049
oM? 777 775 775 776 780b  765c  764c  794a 21 0.837 <0.001 0.728
NG 13 13 13 13 14a 13b 12c 12c 0.24 0.854 <0.001 0.844
ADF? 502 505 508 504 474c  510b  522a 514ab 37 0.636 <0.001 0.529
NDF? 641 638 634 636 640ab 645a 642a  623b 61 0.877  0.064  0.869
Lignin? 229 233 237 233 211c  238b  250a  232b 33 0.374 <0.001 0.825
Faecal excretion (g/sheep/day)
DM 295¢c  341b  396a 389a 155¢ 261b  50la 504a 13.8 <0.001 <0.001 0.005
oM 230c  265b  307a 302a 122c  200b  383a  400a 11.1  <0.001 <0.001 0.007
N 3.66c 4.28b 4.9la 4.90a 2.19c 349 6.10a 598a 0.16 <0.001 <0.001 0.001
ADF 150c  174b  204a 200a 74c 133c  262b 259 7.17 <0.001 <0.001 0.004
NDF 188c  217b  252a 248a 100c 169 322a  315a 10.1  <0.001 <0.001 0.024
Lignin 69c 80b 95a 92a 33c 62b 126a 117a  3.05 <0.001 <0.001 <0.001

! g/kg fresh faeces; ? g/kg dry matter at 105 °C.

LW, live weight; DM, dry matter; OM, organic matter; N, nitrogen; ADF, acid detergent fibre; NDF, neutral detergent fibre.

Period 1, November 2019 (spring); Period 2, December 2019 (spring); Period 3, January 2020 (summer); Period 4, February 2020 (summer).

SEM, standard error of the mean; T, probability for treatment (forage allowance); P, probability for the period of the year; TxP, probability for interaction between
T and P.

Means followed by different letters within lines and factors, treatment or period, are significantly different at p < 0.05.
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2.5.3. Eorage digestibility and intake

Table 3 shows the observed intake and forage digestibility in sheep fed the
multi-species native grassland. For DM, OM, and N intake by sheep (g/day and %
LW), an interaction between forage allowance treatment and measurement period
was found (p < 0.05). Furthermore, DM, OM, and N intake by sheep (g/day and %
LW) were affected by the treatment (p < 0.001) and measurement period (p <
0.001).

There was no evidence for any effect of interaction (p > 0.05) between
treatment (forage allowance) and measurement period on forage DM (p = 0.587)
and OM (p = 0.599) digestibility. Moreover, there was no evidence for any effect
of forage allowance treatment on the forage DM (p = 0.099) and OM (p = 0.168)
digestibility. Nonetheless, both forage DM (p < 0.001) and OM (p < 0.001)

digestibility were affected by the measurement period.
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Table 3. Observed forage digestibility and intake by sheep fed a multi-species native grassland under four forage allowance treatments
and in different periods of the year

Forage allowance (% LW/day) Period

Parameter 0 25  ad libitum 1 2 3 g SEM T P TP
Sheep characteristics
LW (kg)  39.3 40.7 41.7 40.6 37.0b 358b 45.0a 446a 066 0.087 <0.001 0.496
Digestibility (kg/kg)
DM 0.50ab 0.50a 0.46b 0.50ab 0.54a 056a 047b 039c 012 0.099 <0.001 0.587
oM 0.53ab 0.54a 0.50b 0.53ab 0.59a 059a 050b 042c 012 0.168 <0.001 0.599
Intake (g/sheep/day)
DM 597c  662b  724ab 742a 341d 587c  938a 831b 219 <0.001 <0.001 <0.001
oM 473c  548b  599ab 61la 295d 485¢ 766a  686b  18.2 <0.001 <0.001 0.001
N 7.7¢ 9.1b 10.3a 11.0a 4.4d 8.4c 142a 11.2b 0.32 <0.001 <0.001 <0.001
Intake (% LW)
DM 143c 1.60b 1.69ab 1.80a 092d 1.65¢c 2.07a 1.86b 0.05 <0.001 <0.001 0.004
oM 1.19c 1.32b 1.40ab 1.48a 0.79d 136c 1.69a 154a 0.04 <0.001 <0.001 0.006
N 0.19d 0.22c  0.24b 0.27a 0.12c 0.23b 0.3la 0.25b 0.007 <0.001 <0.001 <0.001

LW, live weight; DM, dry matter; OM, organic matter; N, nitrogen.

Period 1, November 2019 (spring); Period 2, December 2019 (spring); Period 3, January 2020 (summer); Period 4, February 2020 (summer).

SEM, standard error of the mean; T, probability for treatment (forage allowance); P, probability for the period of the year; TxP, probability for interaction between
T and P.

Means followed by different letters within lines and factors, treatment or period, are significantly different at p < 0.05.
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2.5.4. Eorage digestibility and intake equations

Linear and non-linear regression algorithms to predict forage OM intake and
digestibility, respectively, in sheep fed the multi-species native grassland are shown
in Figure 2. The linear regression equation based on faecal nitrogen excretion (Fne)
generated to estimate sheep OM intake [Intake (g OM/sheep/day) = 90.1 + 105.50
x Fne] presented a high confidence of determination (R? = 0.93). Therefore, the
strong relationship between sheep OM intake and Fne (p < 0.001) can be seen in
Figure 2a.

The non-linear (exponential) regression equation based on faecal nitrogen
content (FNc) generated to estimate forage OM digestibility in sheep [Digestibility
(kg’kg OM) = 0.17506e0.0653 x FNc] presented a good confidence of
determination (R?> = 0.56). Therefore, the relationship between forage OM

digestibility and FNc in sheep (p < 0.001) can be seen in Figure 2b.
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Figure 2. Linear relationship between faecal nitrogen excretion (Fne) and organic matter intake (a) and the non-linear (exponential)
relationship between faecal nitrogen content (FNc) and forage organic matter digestibility (b) in sheep fed a multi-species native grassland

from the Rio de la Plata region in South America
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2.5.5. External validation of the prediction equations

As proposed by Pifieiro et al. (2008), the regression between observed values
based on the external dataset (in the y-axis) and estimated values based on equations
presented in this paper (in the x-axis) was performed to validate the forage OM intake
and digestibility regression models generated for sheep fed multi-species native
grasslands. The Pearson correlation between observed and estimated values of the
sheep forage OM intake model was 0.76 (p < 0.001) with a coefficient of determination
of 0.57 and a root mean squared deviation (RMSD) of 104.9 (g OM/sheep/day). The
Pearson correlation between observed and estimated values for the forage OM
digestibility model was 0.37 (p = 0.038) with a coefficient of determination of 0.14
and a RMSD of 0.06 (kg/kg OM).

2.6. Discussion

This study sought to assess the potential of the faecal N marker for estimating
forage OM digestibility and intake by sheep fed a multi-species native grassland from
the Rio de la Plata region in South America. Accordingly, we developed non-linear
and linear regression equations, and our findings confirm that the faecal N content
(FNc) and excretion (Fne) can be used accurately to estimate OM intake and

digestibility in sheep, respectively.

2.6.1. Eorage intake regression model

It is not new that there is a strong relationship between forage OM intake and
Fne in ruminants (Lancaster, 1949; Peripolli et al., 2011). Some studies have proven
that the faecal N marker can be used with different forages and ruminant species. Most
researchers have developed models using the faecal N for estimating forage intake for
specific forages (Azevedo et al., 2014; De David et al., 2014); however, only a few of
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them have performed regression models for multispecies grasslands (Kozloski et al.,
2018; Azevedo et al., 2024).

Our linear regression model demonstrated a high correlation (R? = 0.93) between
OM intake and Fne in sheep fed a multi-species native grassland from Uruguay (Figure
1a). The same response was reported for sheep-fed cultivated forages such as Italian
ryegrass (Azevedo et al., 2014), pearl millet (De David et al., 2014), mixed tropical
and temperate plant species (Peripolli et al., 2011), and for cattle fed native grassland
from South Brazil (Azevedo et al., 2023). Also, Kozloski et al. (2018) developed a
linear regression model integrating data from cattle and sheep-fed native grassland
with high accuracy to estimate OM intake based on Fne.

This OM intake model generated with heterogeneous species diversity and
forage structure composition of native grasslands confirms the accuracy of the faecal
N marker to be used in grazing conditions for estimating OM intake, which is a
challenge in our extensive grassland systems. Other markers, e.g., n-alkanes, have
been used to estimate intake at grazing; however, the faecal N marker has some
advantages, such as low cost and it is not necessary to know the attributes of the forage,
which is extremely complicated in these heterogeneous multispecies grasslands
(Kozloski et al. 2018; Savian et al., 2018). Therefore, although it is necessary to
estimate faecal production with another marker or by total collection, our sheep OM
intake model based on Fne is an important development for pasture research in South
America.

To verify the accuracy of this sheep OM intake model, we used another data set
with similar sheep fed with the same native grassland in a different year in summer,
and our linear regression model validation presented a good correlation between
observed and estimated sheep intake (p < 0.001), mainly based on the coefficient of
determination (R2 = 0.57). Similar accuracy for the intake model validation using the
faecal N marker can be found in Kozloski et al. (2013), who worked with wethers fed

tropical or temperate forages alone or with supplements in southern Brazil.
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2.6.2. Eorage digestibility regression model

Some accurate non-linear regression models for predicting OM digestibility
were developed using FNc in ruminants fed with different feeds (Boval et al., 2003,;
Lukas et al., 2005; Wang et al., 2009; Peropilli et al., 2011; Azevedo et al., 2014; De
David et al., 2014). In this way, we developed a reasonably accurate (R? = 0.56)
exponential regression model to predict the OM digestibility in sheep-fed multi-
species native grassland based on FNc (Figure 2b).

The regression OM digestibility models performed with more than one plant
species, as in our model using a multi-species grassland, have been used accurately
with exponential regressions (Lukas et al., 2005; Wang et al., 2009; Peripolli et al.,
2011). Nevertheless, high-accurate exponential regression models for estimating OM
digestibility in sheep and cattle, as proposed by Wang et al. (2009) and Lukas et al.
(2005), respectively, were developed with a wider FNc range (~12-50 g N/kg OM),
which means that the forages used in that trials had a higher range of OM digestibility,
from 0.414 to 0.827 kg/kg OM than ours. The same occurs when a cultivated forage is
used to generate OM digestibility models. For example, Azevedo et al. (2014) worked
with Italian ryegrass in three phenological stages and generated an accurate hyperbolic
model (p < 0.001; R?=0.77) for estimating forage OM digestibility in sheep based on
FNc, which was from 14 to 46 g N/kg OM. Also, Azevedo et al. (2014) proposed a
multiple hyperbolic model (p < 0.001; R? = 0.83) for estimating OM digestibility with
NFc and faecal ADF content. Therefore, in our case, the FNc range was much
narrower, from 14 to 21 g N/kg OM (Figure 2b), and observed OM digestibility, on
average, between 0.420 and 0.590 kg/kg OM (Table 3), when compared with the data
from the literature that generate high accurate digestibility regression models. In other
words, this is the main reason that our OM digestibility exponential regression model
had an intermediate reasonable coefficient of determination (R? = 0.56), and the model
validation (p < 0.038) has low accuracy (R? = 0.14).

In our case, the best fit with a non-linear regression model was achieved by the
exponential model with FNc. This regression model including only one parameter

(FNc), which is very simple and non-expensive to estimate, can be relevant to continue
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exploring it in order to develop an equation including a broader situation of sward
characteristics in terms of NDF, ADF, and N content, and also data from winter and
autumn.

Although the forage nutritive value is different between the seasons, the typical
native vegetation from Uruguay has low variability over the year, which means, for
example, forage CP values, on average, of 60 g/kg DM, in winter, and 100 g/kg DM,
in spring (Orcasberro et al., 2021). We used data from spring and summer and the CP
and NDF contents in forage, on average, were between 79 and 88 g/kg DM and,
between 626 and 681 g/kg DM, respectively (Table 1). Therefore, with this vegetation
type, it is very hard to increase the FNc range and the OM digestibility models should
not have strong accuracy. To increase the cattle FNc range and consequently the forage
OM digestibility range, Azevedo et al. (2024) used multispecies native grassland
overseed with Italian ryegrass, which is a strategy to improve production and nutritive
value of forage in the Rio de la Plata region in winter. With this strategy, the authors
generated a highly accurate hyperbolic model for estimating OM digestibility in cattle.
As our goal was to use only native grasslands, the exponential model for estimating
OM digestibility in sheep (Figure 2b) could be considered suitable for the extensive
grassland conditions from the Rio de la Plata region in South America.

Finally, we consider that this specific data with sheep-fed native grasslands
should be integrated into other data sets that used the faecal N marker with other animal
species to generate more comprehensive models for estimating forage intake and

digestibility in ruminants for Campos grasslands.

2.7. Conclusions

Our findings highlight that the faecal nitrogen excretion has high accuracy for
estimating organic matter intake in sheep fed a multi-species native grassland from the
Rio de la Plata region in South America. Furthermore, the faecal nitrogen content can

be used accurately to estimate the forage organic matter digestibility in sheep.
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3. Discusion general y conclusiones globales

Como principales resultados obtenidos en este trabajo podemos destacar el
desarrollo de una ecuacion lineal para consumo de forraje en ovinos alimentados con
pasturas nativas de Uruguay, compuestos por multiples especies, la cual demuestra una
alta correlacion (R? = 0,93) entre consumo de materia organica y excrecion de
nitrogeno fecal; y el desarrollo de un modelo de regresion exponencial razonablemente
preciso (R? = 0,56) para predecir la digestibilidad de la materia organica en pasturas
nativas de multiples especies alimentados con ovejas basado en contenido de nitrégeno
de las heces. Ambos modelos fueron validados con otro conjunto de datos con ovinos
de similares caracteristicas y con la misma pastura nativa, de modo de verificar la
precision, la cual, basada en los coeficientes de determinacion, presentd una
correlacion aceptable.

Estos resultados nos permiten plantearnos posibles lineas de trabajo a futuro.
Consideramos que estos datos especificos para ovinos alimentados con pasturas
nativas pueden integrarse a otros conjuntos de datos que hayan utilizado el N fecal
como marcador con otras especies animales para generar modelos globales de
estimacion de consumo y digestibilidad de forraje en rumiantes para nuestra region en
Sudamérica. La perspectiva a futuro que tiene el grupo de trabajo es generar un modelo
Unico, principalmente para consumo, que sea utilizado tanto para ovinos como
bovinos, asi como para pasturas nativas de la region y, también, de otras regiones del
mundo.

Para finalizar, los resultados del presente trabajo experimental permiten concluir
que la excrecién de nitrégeno fecal tiene una alta precision para estimar el consumo
de materia organica en ovejas alimentadas con pasturas nativas que son compuestos
por una alta riqueza de especies de la region del Rio de la Plata en América del Sur,
particularmente en Uruguay. Ademas, el contenido de nitrégeno fecal puede ser
utilizado con precision para estimar la digestibilidad de la materia organica del forraje
en ovejas alimentadas con la misma base forrajera. O sea, en el futuro ese modelo de

digestibilidad de la materia organica puede ser utilizado en situaciones reales de campo
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para estimar el valor nutritivo del alimento que esta siendo consumido por los animales

simplemente por el anlisis del contenido de nitrogeno en las heces de los animales.
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5. Anexos

5.1. Resumen publicado en los anales de la Asociacion Uruguaya de Producion
animal (AUPA).
Archivos Latinoamericanos de Produccién Animal (ISSN-L 1022-1301) Vol 29,
Supl. 1. 2021.

Uso del nitrogeno fecal como marcador para estimar consumo de

forraje en ovinos alimentados con campo natural

Ana Inés Tafernaberry®”, Jean Victor Savian?, Julcemar Dias Kessler?, Gabriel

Ciappesonit, Martin Jaurena®, Gonzalo Fernandez-Turren?, Ignacio De Barbierit

YInstituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), Uruguay, 2Universidade
do Estado de Santa Catarina (UDESC), Brasil, 3Instituto de Produccion Animal
(IPAV), Facultad de Veterinaria, San José, Uruguay. *atafernaberry@inia.org.uy

En varias regiones del mundo, los campos naturales son el principal alimento para los
rumiantes debido a su extension y distribucion geografica. Los pastizales de la region
del Rio de la Plata se caracterizan por ser uno de los mas grandes del mundo, por tanto,
la produccion ganadera de la region se desarrolla en su extensa mayoria sobre
condiciones de pastoreo, siendo un desafio la estimacion del consumo de forraje y por
consecuente las estrategias de manejo de dichos ecosistemas pastoriles. El objetivo del
presente estudio fue generar una ecuacién, basada en nitrogeno fecal (Nf), para estimar
el consumo de materia organica (CMO) por ovinos alimentados exclusivamente con
forraje de campo natural. Los procedimientos animales fueron aprobados por el
Comité de Etica (INIA 2019.10). En un disefio completamente al azar, 16 borregos
Corriedale con promedio de 44,4 kg de peso vivo (PV) fueron alojados en jaulas
metabolicas y distribuidos a cuatro tratamientos, tres niveles de oferta de forraje (15,

20, 25 g de materia seca/kg PV) y un tratamiento ad libitum. Durante la primavera de
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2019 y el verano de 2020, se realizaron cuatro periodos de medicidn, con cinco dias
de acostumbramiento a la jaula metabdlica, diez dias de acostumbramiento al
tratamiento y cinco dias de mediciones. El forraje fue cortado una vez al dia,
ofreciéndose el mismo fresco en dos momentos del dia (8 y 17 h). Las mediciones
realizadas fueron: consumo de materia seca (diferencia ofrecido-rechazo), excrecién
total de heces, composicion quimica de heces y alimento. Se generd una ecuacion de
regresion lineal para predecir el CMO en funcion de la excrecién de Nf (g/d). La
ecuacion generada fue: CMO = 90,10 + Nf x 105,4; R? = 0,93. Estos resultados
preliminares confirman que el Nf es un marcador adecuado para predecir el CMO de

ovinos alimentados con campo natural.

Palabras claves: consumo de alimento; excrecion de nitrégeno; campo natural
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5.2. Poster presentado en la AUPA

USO DEL NITROGENO FECALCOMO
MARCADOR PARA ESTIMAR CONSUMO DE

FORRAJEEN OVINOS ALIMENTADOS CON
CAMPO NATURAL

Tafernaberry Al, Savian JV, Dias Kessler J, Ciappesoni E-mail:
G, Jaurena M, Femandez-Turren G, De Barbieri | atafemaberry@inia.org.uy
o Campos naturales principal alimento para <+ OBJETIVO
rumiantes en varias regiones del mundo Generar una ecuacion basada en
o Pastizales del Rio de la Plata uno de los nitrégeno fecal (Nf), para estimar
mas grandes del mundo, produccion consumo de materia organica (CMO)
ganadera se desarrolla en su extensa por ovinos alimentados
mayoria sobre condiciones de pastoreo exclusivamente con forraje de campo
o Desafio estimar consumo de forraje natural

MATERIALES Y METODOS

o 16 borregos Corriedale (44 4 kg peso vivo (PV)) fueron alojados en jaulas metabdlicas
y distribuidos en 4 tratamientos: 15, 20, 25 g materia seca (MS) / kg PV y ad libitum
Disefno completamente al azar.

Periodo: primavera 2019, verano 2020 (4 pericdos).

Forraje: cortado 1 vez/dia, ofrecido en fresco en 2 momentos al dia (8 y 17h)
Mediciones realizadas: consumo MS (ofrecido — rechazo), excrecion total de heces,
composicion quimica de heces y alimento.

o 64 datos (16 animales x 4 periodos)

RESULTADOS

Ecuacion de regresion lineal para predecir CMO en funcion de la excrecion de Nf (g/d)
o CMO = 85,93 + Nf x 106,70; R2=0,93

CONCLUSIONES

i ‘i marcador adecuado para predecir el CMO de ovinos
—— _:_‘._1.7__ R alimentados con campo natural.

o Resultados preliminares confiirman que el Nf es un

58



5.3. Modelos considerados para estimacién de consumo de forraje

5.3.1 Modelos lineales que consideran excrecion total de nitrégeno y

concentracién de FDN o FDA para estimar consumo de materia organica

Cuadro 3
Tres modelos generados para la estimacion del consumo de materia orgénica del
forraje, utilizando la excrecion total de nitrogeno en heces.

Modelo R? Parametro Estimado Estandard t Value Pr > |t|

L 0933 Intercepto 90,1 17,589868 5,12 <0,0001

N fecal 105,5 3,6394529 28,98 <0,0001

Intercepto -142,5  191,30992 -0,74 0,4593

2 0,935 N fecal 105,8 3,6372261 29,1 <0,0001
[FDN] 3,6 2,9677315 1,22 0,227

Intercepto -549,9 165,8212 -3,32 0,0016

3 0,947 N fecal 95,0 4,2428926 22,39 <0,0001
[FDA] 13,6 3,5055376 3,88 0,0003

Nota. N fecal en gramos por dia. Concentracién (FDA, FDN) en porcentaje de la
materia seca. Modelo 1 es el seleccionado por su sencillez y presentado en el cuerpo
de la tesis. Los modelos 2 y 3 mejoran levemente el R? e incorporan la necesidad una

determinacion adicional en el laboratorio.
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5.3.2 Modelos lineales que consideran sdlo la concentracion de nitrégeno, FDN o

FDA para estimar consumo de materia organica

Cuadro 4

Tres modelos generados para la estimacion del consumo de materia organica del
forraje, utilizando la concentracion de nitrégeno en heces.

Modelo R? Parametero Estimatado Estandard t Value Pr > [t|

. 0470 Intercepto 1961,2858 193,25292 10,15 <0,0001

’ [N] -1083,7572 148,65354 -7,29 <0,0001
Intercepto 2309,8701 576,18842 4,01 0,0002

2 0,473 [N] -1086,6772 149,45529 1,27 <0,0001
[FDN] -5,409633 8,4185721 -0,64 0,523

Intercepto -667,15663 735,94157 -0,91 0,3683

3 0,569 [N] -598,7892 188,85774 -3,17 0,0024
[FDA] 39,619568 10,772096 3,68 0,0005

Nota. [N], [FDN] [FDA] concentracién de nitrégeno, FDN o FDA en porcentaje

5.4. Modelos considerados para estimacion de digestibilidad de la materia

orgéanica de forraje basados en la concentracion de nitrégeno en heces

Modelo lineal

Digestibilidad MO =-0,0758 + [N] x*0,036
R%2=0,574

AIC = -354,660

Cuadro 5
Parametros del modelo lineal.

. . Error 95 % intervalo de
Lineal Estimado , .
estandar confianza
Intercepto  -0,0758 0,0671 -0,2100 0,0584
Coeficiente  0,0360 0,0040 0,0280 0,0440
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Modelo exponencial (seleccionado y presentado en el cuerpo de la tesis)
Digestibilidad MO = 0,175065 x (EXP(-0,0653 x [N] x -1)
R? = 0,562

AIC =-352,948
Cuadro 6
Parametros del modelo exponencial.
o
Lineal Estimado E,rror 95 % mt_ervalo de
estandar confianza
Intercepto 0,1751 0,0223 0,1305 0,2196
Coeficiente -0,0653 0,00738 -0,0801 -0,0506

Modelo cuadratico

Digestibilidad MO = RAIZ (0,1007) - (-0,0243 x [N])

R? = 0,569
AIC =-353,881
Cuadro 7
Parametros del modelo cuadratico.
o
Lineal Estimado Error 95 % mt_ervalo de
estandar confianza
|ntercepto 0,1007 0,0293 0,042 0,1594
Coeficiente  -0,0243 0,00272 -0,0297 -0,0189

Modelo exponencial con FDN
Digestibilidad MO =
0,0631 x (EXP(-0,0627 x [N] % -1)) x (EXP(-0,00129 x [FDN]x -1))

Cuadro 8
Parametros del modelo exponencial.

] . Error 95% intervalo de
Lineal Estimado , .
estandar confianza
Intercepto 0,0631 0,0213 0,0205 0,1056
Coeficiente -0,0627 0,0070 -0,0766 -0,0488

Coeficiente -0,0013 0,0004 -0,0021 -0,0005




5.5. Detalle de la validacion de las ecuaciones generadas para estimaciéon de
consumo y digestibilidad de la materia organica

5.5.1 Consumo de materia organica
La validacién se realiz6 como se mencion0: con la regresion entre el dato
observado y predicho de un set de datos que no participo en la generacion de las

ecuaciones. Los pardmetros estimados para esa regresion se presentan a continuacion.

Cuadro 9
Parametros de la regresion de consumo.
Variable DF  Parametros S. e. tvalor Pr>|[t|
Intercepto 1 -325,47133  195,62327 -1,66 0,1069
Consumo predicho 1 1,51076 0,23939 6,31 <0,0001

Nota. O sea: consumo observado = -325,5 + 1,5 x consumo predicho

Figura 3
Asociacién entre el consumo de materia organica observado y predicho con la
ecuacion desarrollada en un set de datos de validacion.
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Cuadro 10

Parametros del modelo del estudio de la regresion de consumo.

Raiz MSE 108,54376  R-cuadrado | 0,5787
Media dependiente |902,93555 | R-Sg Ajust |0,5641
Coef Var 12,02121

5.5.2 Digestibilidad de materia organica
Para la digestibilidad se utilizo la misma metodologia que en consumo. Los
parametros estimados para la regresion entre digestibilidad observada y predicha se

presentan a continuacion.

Cuadro 11
Parametros de la regresion de digestibilidad.
Variable DF  Parametros s.e. tvalor Pr>|[t|
Intercepto 1 0,22234 0,12845 1,73 0,0941
Consumo predicho 1 0,57343 0,26384 2,17 0,0381

Nota. O sea: digestibilidad observada = 0,222 + 0,573 x digestibilidad predicha

Figura 4
Asociacion entre la digestibilidad observada y predicha de la materia orgéanica.
07 -
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Cuadro 12

Parametros del modelo del estudio de la regresion de digestibilidad.

Raiz MSE 0,0625 |R-cuadrado|0,1401
Media dependiente | 0,50043 | R-Sq Ajust [0,1104
Coef Var 12,48321

5.6. Imagenes del lugar experimental

Figura 5

Panoramica del galpdn de estudios de metabolismo.
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Figura 6
Imagen de las jaulas metabdlicas con los animales, cestos de ofrecido (cesto gris) y

rechazo (cesto rosado) de forraje, baldes de colecta (turquesa y azul) para limpieza,
balde de agua (verde) y comederos (acero galvanizado gris).

Figura 7
Visualizacion del detalle de una jaula metabdlica.
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Figura 8
Determinacion de emision de metano de los animales (informacion no incluida en este
trabajo de tesis).

Figura 9
Determinacion de oferta de forraje (base fresca) (arriba) y colecta de todas las heces
excretadas en base diaria (abajo).
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