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RESUMEN

Las emisiones de metano (CH4) entérico de 12 vacas en lactacion bajo un sistema de
pastoreo continuo y alimentados con pastizales altoandinos fueron medidas en dos
estaciones del afo (lluviosa/Abril y seca/Agosto). La técnica del gas trazador
hexafluoruro de azufre fue empleada para medir las emisiones de CHs en ambas
estaciones durante siete dias consecutivos. El consumo de materia seca (CMS) se
determind a partir de estimar la produccién de heces usando Dioxido de Titanio (TiO2)
como indicador externo y la digestibilidad de la materia organica (DMO) se estim6 con
el método del nitrégeno fecal. Se emple6 el test de datos pareados para comparar entre
estaciones. El contenido de proteina cruda (PC) del pastizal fue mayor en la estacion
lluviosa (109.9 g/KgMS) que en la estacion seca (72.4 g/Kg MS) y ademas presentd
ligeramente mayor contenido de FDN (676.9 vs 660 ¢g/KgMS). La DMO fue
significativamente mayor (p<0.05) en la estacion lluviosa (626 g/Kg) que en la estacion
seca (598 g/Kg). EI CMS fue significativamente mayor (P<0.05) en la estacion seca (10.4
kg) que en la estacion lluviosa (9.3 Kg). La emision de CHa4 entérico (g/vaca/dia) fue
mayor (P<0.05) en la estacion seca (257 g) que en la estacion lluviosa (213 g). Sin
embargo, no hubo diferencias significativas en la emision de CHs4 por unidad de consumo
(23.2 vs 25 g CH4/kg MS) entre ambas estaciones, pero cuando los valores se expresaron
por unidad de consumo digerido, la emision en la estacion seca (46g CHa/kg dMS) fue
mayor (p<0.05) que en la estacion lluviosa (40g CHa/kg dMS). La emision de CH4 por
unidad de leche corregida a energia (LCE) fue significativamente mayor (p<0.05) en la
estacion seca (131g CHa/kg LCE) que en la estacion lluviosa (69g CHa/kg LCE). El factor
de conversion de energia bruta a metano (Ym) en la estacion lluviosa (7.4%) y seca (8%)

no presentaron diferencias significativas.

Palabras claves: metano entérico, vacas lecheras, pastizal altoandino.



ABSTRACT

Enteric methane (CHs) emissions of 12 lactating cows under continuous grazing system
and fed highlands Peruvian grassland were measured in two seasons (rainy / April and
dry / August). The sulfur hexafluoride tracer gas technique was used to measure CHa
emissions for seven consecutive days and at both seasons. Dry matter intake (DMI) was
estimated from fecal production estimated using Titanium Dioxide (TiO2) as external
indicator and organic matter digestibility (OMD) was estimated with the fecal nitrogen
method. The paired data test was used to calculate the differences between both seasons.
Crude protein content (CP) of highlands Peruvian grassland was higher in rainy season
(109.9 g / KgDM) than in dry season (72.4 g / Kg DM) and also higher in NDF content
(676.9 vs 660 g / KgDM). OMD was significantly higher (P <0.05) in rainy season (626
g / Kg) than in dry season (598 g / Kg). DMI was significantly higher (P <0.05) in dry
season (10.4 kg) than in rainy season (9.3 Kg). Enteric CH4 emissions (g / cow / day) was
higher (P <0.05) in dry season (257 g) than in rainy season (213 g). However, there were
no significant differences in CH4 emission per unit of intake (23.2 vs 25 g CH4 / kg DM)
but when the values were expressed per unit of digested intake (g CH4 / kg dDM),
emissions in dry season (46g CH4 / kg dDM) was higher (p <0.05) than in rainy season
(40g CH4 / kg dDM). Emissions of CHa4 per unit of energy corrected milk (ECM) was
significantly higher (p <0.05) in dry season (131g CH4 / kg ECM) than in rainy season
(699 CH4/ kg ECM). Methane yield (Ym) in the rainy season (7.4%) and dry season (8%)
did not show significant differences.

Keys word: enteric methane, dairy cows, high Andean grasslands.



l. INTRODUCCION

El Pert, como parte de la Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio
Climatico, ratifico el protocolo de Kioto y su compromiso de estabilizar y reducir sus
emisiones de gases de efecto invernadero. Segdn el ltimo Inventario de Gases de Efecto
Invernadero (INGEI) elaborado por el Ministerio del Ambiente, el Perd emite 171 millones
de toneladas de CO-eq, de los cuales, el sector agricultura es responsable del 15 por ciento;
siendo el 41 por ciento de éste representado por la fermentacion entérica. EI metano es el
principal producto de la fermentacion entérica de animales rumiantes. La metanogenesis es
un proceso metabdlico microbiano que se desarrolla de manera natural en rumiantes
permitiendo mantener la homeostasis acido-base y asegurar la disponibilidad de
transportadores de hidrdégeno para que la fermentacién microbiana continte con normalidad.

No obstante, a nivel nutricional representa una ineficiencia energética para el ganado.

El INGEI fue elaborado basado en el nivel dos de las directrices propuestas por el Panel de
Expertos sobre el Cambio Climatico, donde se estimaron y asumieron valores que podrian
diferir de los sistemas ganaderos altoandinos y generar incertidumbre de los actuales
inventarios. Por lo tanto, generar informacion con mayor precision sobre emisiones de los
sistemas ganaderos prevalentes del pais es una de las acciones que permitira establecer
estrategias de mitigacidbn mas certeras. La produccion de vacunos lecheros en base a
pastizales altoandinos es uno de los sistemas prevalentes en la ganaderia nacional. Sin
embargo, no existen estudios de metano entérico en vacunos con una alimentacion exclusiva
de pastizales. Ademas, el metano no solo est4 asociado al cambio climatico, sino que también
pone en cuestion la sostenibilidad de la actividad pecuaria y por ende a la seguridad
alimentaria. Por lo tanto, el objetivo general del presente estudio es medir las emisiones de

metano entérico de vacas en lactacion en pastizales altoandinos en estacion lluviosa y seca.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Emisiones de gases de efecto invernadero en el Peru

Las emisiones antropogénicas de dioxido de carbono (CO.) son responsables del
calentamiento de la atmdsfera de la Tierra en un efecto llamado efecto invernadero. La
existencia de este fenémeno fue postulada por primera vez por Arrhenius en 1896 (Kessel
2000). La hipotesis sefiala que, existen gases especificos en la atmosfera o también llamados
gases de efecto invernadero (GEI), como el vapor de agua, CO,, metano (CHa), didxido de
nitrdgeno (NOz), ozono (O3) y los hidrocarbonos halogenados que permiten el paso de
radiaciones solares de onda corta pero no de onda larga. Estas ondas reflejadas retornan hacia
la superficie de la tierra manteniendo el calor dentro de la atmosfera (IPCC, 2014). Gracias
a este fendmeno natural la temperatura de atmosférica de la Tierra es de 15°C, pero con su
ausencia la temperatura seria -18°C (Kessel 2000). Sin embargo, en los tltimos 100 afios la
temperatura promedio global se ha incrementado en 0.5 °C y si no frenamos la emisién de
los GEI en los proximos 100 afios tendremos un incremento de 2.5°C (Jastrow et al. 1991).
Las consecuencias de estos cambios ya son una realidad y existen multiples eventos que han
demostrado que si no generamos conciencia en la humanidad no tendremos un futuro
promisorio (Hartter et al. 2018). ElI cambio climético y sus efectos adversos son una
preocupacion de toda la humanidad. Para disminuir el impacto de este fendmeno y plantear
estrategias de mitigacion y adaptacion a nivel global, los paises miembros de La Convencion
Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico (CMNUCC) se comprometieron
areportar y actualizar sus inventarios de gases de efecto invernadero para generar estrategias
de mitigacion (IPCC 1996).

El Perd forma parte de la CMNUCC desde 1992 y ha confirmado oficialmente su
compromiso como pais de contribuir al objetivo de dicha Convencion de “estabilizar la
concentracion de gases de efecto invernadero en la atmésfera y evitar llegar a un nivel de
interferencia antropogénica peligrosa” e incluso se comprometio en reducir sus emisiones
en un 30% hasta el afio 2030 (MINAM 2016). No obstante, el Perl es un pais de bajas

emisiones per capita y totales, con un porcentaje de participacion mundial de solo 0.3%



(171 Gg CO-eq) sobre el total de emisiones, de las cuales aproximadamente la mitad se
originan en el sector Uso del Suelo, Cambio de Uso del Suelo y Silvicultura (USCUSS)
(Cuadro 1) (MINAM 2016). Por otra parte, el Peru presenta hasta siete de las nueve
caracteristicas reconocidas por la CMNUCC para calificar a un pais como “particularmente
vulnerable”, caracteristicas que se ven enervadas por los procesos de origen antropogénico
que causan degradacion de ecosistemas y contaminacion ambiental. Ademas, el pais debe
enfrentar diversas amenazas de origen hidro-meteorolégico, como lo indican las
emergencias a nivel nacional, que en un 72% tienen relacion a fenémenos de esta naturaleza

(sequias y lluvias excepcionales, inundaciones, heladas, entre otros) (MINAM 2015).

Cuadro 1: Resumen de emisiones de gases de efecto invernadero del Per( por sectores.

Emisiones GEI 2012 Participacion

Sectores
(Gg COzeq) (%)

Energia 44,637.81 26.06%
Procesos Industriales 6,063.54 3.54%
Agricultura 26,043.68 15.20%
Uso de suelo, cambio de uso de suelo y

o 86,741.95 50.63%
silvicultura
Desechos 7,822.59 457%

Total 171,309.57 100.00%

Fuente: MINAM 2016

2.1.1 Emisiones de metano entérico en el Peru

En el tltimo Inventario Nacional de Gases de Efecto Invernadero (INGEI), elaborado por el
Ministerio del Ambiente (MINAM 2016), la fermentacion entérica es responsable del 41 por
ciento de GEI emitido por el sector agricultura (Cuadro 2). El factor de emision (FE)
promedio de vacas lecheras es 76.78 kg CHa/cabeza/afio a nivel nacional. En particular, en
el departamento de Junin se considerdo un FE de 71.7 kg CHa/cabeza/aiio, siendo los
departamentos de Cajamarca y Arequipa con 78.24 y 94.39 kg CHoa/cabeza/aiio
respectivamente (MINAM 2016). No obstante, estos valores fueron calculados basados en
las directrices el Grupo Intergubernamental de expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC,
por sus siglas en inglés) con el nivel dos, asumiendo un valor del seis por ciento de
conversion de energia bruta a CHs (MINAM 2016). En el Pert la ganaderia bovina esta

principalmente representada por el ganado criollo (63.9%) (INEI 2013). Sin embargo, no se



precisa el grado de cruzamiento con la raza Brown Swiss. Teniendo en cuenta que la
ganaderia altoandina predominantemente tiene una base alimenticia en pastizales
altoandinos y que la calidad de los mismos se encuentra seriamente afectados por efectos del
sobrepastoreo y el clima adverso probablemente el valor de seis por ciento sea diferente de

la realidad.

En el Per( solo existe un estudio sobre emisiones de CHas entérico, realizado en Cuzco
(Centro experimental La Raya) a 4,200 m.s.n.m, empleando vacas Brown Swiss cruzadas
con Criollo al pastoreo con un sistema de alimentacion basado en pastizales (Festuca
dolichophylla y Muhlenbergia fastigiata) con suplementacion de ensilado de avena, ensilado
mas concentrado, y ensilado mas taninos, reportando emisiones de 422, 368 y 331
gCHa/vaca/d respectivamente (Moscoso et al. 2017). Estos valores son ampliamente
superiores a lo reportado por el MINAM (2016) (196 gCHa/vaca/d), no obstante, este estudio
no fue realizado exclusivamente con pastizales, sino que suplementaron con 25 kg de

ensilado fresco de avena a todos sus tratamientos.

Cuadro 2: Emisiones de gases de efecto invernadero del sector Agricultura.

Emisiones GEI 2012  Participacion

Categorias (GgCOse) (%)
Fermentacion entérica 10,735 41
Manejo de estiércol 1,319 5
Cultivos de arroz 1,171 4
Suelos Agricolas 12,196 47
Quema de sabanas 366 1
Quema de residuos agricolas 257 1
Total 26,043.68 100.00

Fuente: MINAM 2016

La emision de CH4 entérico esta relacionado directamente al CMS y a la calidad de la dieta
(Blaxter y Clapperton 1965). Richmond et al. (2015) reportaron una alta correlacion entre el
contenido de FDN y el CMS y ademas existe una relacion directa entre el CMS y la emision
de CHa. En este segundo caso, los pastizales altoandinos suelen caracterizarse por su alto
contenido de FDN tal y como lo reportd Rodriguez (1984) donde encontro valores desde
63.6 por ciento de FDN en la especie Stipa Brachyphylla hasta 75.2 por ciento de FDN en

Festuca dolichophylla, lo cual supondria mayores emisiones de CHa.



2.1.2 Metodologias para elaborar inventarios de metano entérico segun el IPCC

El IPCC sefiala que para estimar la cantidad de emisiones provenientes de la fermentacion
entérica requiere tres pasos basicos: primero dividir el ganado en subgrupos y caracterizar
cada subgrupo (IPCC 2006). Segundo, estimar el factor de emision para cada subgrupo de
acuerdo al nivel de detalle y tercero, multiplicar los factores de emision por la cantidad de
animales de cada subgrupo (IPCC 1997). La obtencion de los factores de emision se puede
Ilevar a cabo con distintos niveles de detalle y complejidad (Bannink et al. 2010). Para ello

el IPCC (2006) propone tres niveles.

El nivel uno permite el uso de las estadisticas internacionales y factores de emision tomados
de estudios previos, facilitando las estimaciones y preparacién de los inventarios nacionales
de emisiones de GEI en paises en vias de desarrollo (FAO 2015). Este nivel es apropiado
para la mayoria de las especies animales en paises en donde la fermentacion entérica no sea
una categoria de fuente principal o donde no se disponga de datos de caracterizacion
mejorados (IPCC 1997). Sin embargo, Ellis et al. (2010) demostraron que usar factores de
emisién fijos en modelos de granjas puede introducir un error sustancial en los inventarios
de gases de efecto invernadero. Tal informacion puede conducir a recomendaciones de
mitigacion incorrectas (Ellis et al. 2010). Por ello, para estimaciones mas precisas de CH4
deberia emplearse el nivel dos o tres propuesto por el IPCC de tal manera que la informacion

pueda ser Gtil para plantear estrategias de mitigacion (Negussie et al. 2017).

El nivel dos requiere estimar el factor de emisién a partir de estimar la ingesta de energia
bruta y el uso factores de conversion de energia bruta a CH4 para categorias especificas de
ganado (Clark 2002). La estimacion de la ingesta de energia bruta esta basada en la energia
neta de lactacion para mantenimiento, produccién y ademas la energia neta de lactacién de
la dieta (Bannink et al. 2010). Este nivel debe utilizarse si la fermentacion entérica es una
categoria de fuente principal para una gran parte de las emisiones totales del pais (IPCC
2006).

El nivel tres es un método dinamico y generalmente se derivan de experimentaciones locales
(Bannink et al. 2010). Ademas, implica el desarrollo de modelos matematicos mecanisticos
en donde se considere la composicion de la dieta en detalle, el resultado de la concentracion
de productos de fermentacion, las variaciones estacionales de la poblacion animal, de la
calidad y disponibilidad de alimentos, y las posibles estrategias de mitigacion (IPCC 2006).
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Bannink et al. (2010) fueron los primeros en elaborar un modelo con el nivel tres
recomendados por el IPCC. Este modelo incluye fuentes de hidrégeno (p. e.: produccion de
acetato y butirato, crecimiento microbiano como fuente de nitrégeno), también fuentes de
propionato y resto de acidos grasos volatiles (Bannink et al. 2010). Ademas, incluye el
alcance de las estrategias de mitigacion sobre los factores de emision y los factores de

conversion de energia a CH4 (Bannink et al. 2010).

2.2 Importancia del metano como gas de efecto invernadero
2.2.1 Metano en la ganaderia

En los altimos 300 afios, la concentracion de metano (CH4) se ha incrementado hasta en 2.5
veces Yy la ganaderia ha jugado un rol importante debido a su gran crecimiento en los ultimos
afios (Lassey 2008). La fermentacion entérica es responsable del 17 por ciento de las
emisiones globales de CH4 emitidos a la atmdsfera (Knapp et al. 2014). Se estima que las
emisiones atribuidas al ganado lechero contribuyen en cuatro por ciento de las emisiones
antropogeénicas totales, ello incluye la produccion de leche, el procesamiento de productos
lacteos, actividades de transporte, la produccién de carne producto del ganado adulto y
animales de descarte (FAO 2010). Leng y Kunju (1993) estimaron que el 75% de las
emisiones globales de rumiantes provienen de rumiantes al pastoreo con baja calidad de

forrajes.

El CHs es el principal GEI que proviene de la ganaderia producto de la fermentacion entérica
y en menor proporcién de la gestion del estiércol del ganado (Lassey et al. 2007). EI CH4 se
sintetiza en ambientes estrictamente anaerobios como producto de la degradacion de la
materia organica tanto en el rumen de animales como en pilas de estiércol (Deppenmeier
2002). El CH4 entérico representa una ineficiencia energetica para el ganado, ya que, entre
dos y 12 por ciento de la energia bruta ingerida a través de la dieta se pierde como CH4
(Johnson y Johnson 1995). La ganaderia en condiciones estabuladas con suplementacion de
concentrados pierde aproximadamente el 6.5 por ciento (IPCC 2006) de la energia
consumida como CHa, en cambio, el ganado en pastoreo con un pasto de 60-80% de

digestibilidad pierde hasta el ocho por ciento de la energia consumida (Lassey 2008).

La ganaderia emite didxido de carbono (CO2), CH4 y dxido nitroso (N20), sin embargo, el

CHas y N20O tienen 28 y 310 veces el poder de calentamiento del CO (IPCC 2014). No

obstante, el CH4 es considerado como el gas clave para reducir las emisiones de GEI del
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sistema ganadero frente al cambio climatico (Knapp et al. 2014). Este enfoque no solo es
amigable con el medio ambiente, sino que también incrementa la eficiencia y, por lo tanto,

la rentabilidad del sistema ganadero (Liu 2017).

2.2.2 Metanogeénesis

El rumen es un ecosistema anaerobio donde ocurre la degradacién de la fibra favorecida por
la actividad microbiana (bacterias, protozoos, hongos, y archaeas) (Blaxter y Clapperton
1965). Dentro de ellos se encuentran microorganismos Ilamados metanogénicos y protozoos
que reducen el CO2 a CHa a partir del CO2 y protones (H*) (Figura 1) (Ellis et al. 2007).
Durante la oxidacion de azucares el NAD+ es reducido a NADH el cual debe de ser oxidado
nuevamente en la forma de NAD+ para que la fermentacion continte (McAllister y Newbold
2008). Estos microorganismos también permiten mantener la homeostasis acido-base del
rumen, permitiendo remover H+, mantener la eficiencia energética y mantener el pH en un
rango estrecho para asegurar la salud del rumen (Dukes et al. 1977, citado por Demarchi et
al. 2016).

Glucosa — 2 piruvato + 4H (metabolismo de los carbohidratos)
Piruvato + H2O — acetato + CO2 + 2H;
Piruvato + 4H — propionato + H20;
2 acetato + 4H — butirato + 2H20;

COz + 8H — CHgs + 2H,0 (Metanogénesis)
Fuente: Knapp et al. 2014.

Figura 1: Metabolismo de carbohidratos en el rumen y metanogénesis.

La mayor produccion de acetato favorece el incremento de la concentracion de H+ en el
medio ruminal. En el rumen de un vacuno saludable en promedio la produccion de acidos
grasos sigue la siguiente relacion (acido acético (55mmol/L), acido propiénico (20 mmol/L)
y acido butirico (10 mmol/L)), es decir, la produccion de acido acético generalmente esta
favorecida y es por ello que una de las grandes tendencias en cuanto a estrategias de

mitigacion es reducir la proporcion de acido acetico (Knapp et al. 2014).



Morgavi et al. (2010) encontraron una correlacion positiva entre la produccién de CHs y la
poblacion de protozoos. Sin embargo, varios estudios se han centrado en reducir su
poblacion con el enfoque llamado “defaunacion” debido a que consideran que los protozoos
no son tan indispensables para el metabolismo ruminal (Vargas et al. 2012). También se ha
encontrado que los nitratos y sulfatos en la dosis adecuada actiian como sumideros de H+
sin afectar al metabolismo ruminal (Knapp et al. 2014; Van Zijderveld et al. 2010).

2.3 Factores que influyen en la emision de metano entérico

Se han identificado varios factores que podrian afectar la emision de CH4. Sin embargo, la
mayoria de los investigadores concuerdan en que el nivel de consumo y la composicion
quimica de la dieta son los factores mas importantes (Blaxter y Clapperton 1965; Jonker et
al. 2017). La capacidad de carga, fertilizacion de los pastos, frecuencia de alimentacion,
suplementacion e incluso la estabulacién de los animales intrinsecamente alteran el nivel de
consumo o la composicién quimica de la dieta (Wang et al. 2015; Pinares-Patifio et al. 2007;
Dall-Orsoletta et al. 2016). Ultimamente, las investigaciones en mitigacion de CH4 han
documentado que el factor genético también juega un rol importante en las emisiones de
CHa, es decir, animales mas eficientes emiten menos CHas, aunque adn no es algo
concluyente existen indicios de que el mejoramiento genético podria reducir en un 30% las
emisiones de CHa4 (Knapp et al. 2014). Por otro lado, existen muchos estudios de mitigacion
que han demostrado que la presencia de aceites esenciales o factores anti nutricionales como
taninos o gosipol en dosis adecuadas pueden reducir hasta en 15% las emisiones de CHs
(Tomkins et al. 2015). También, ciertos estudios han reportado que existen factores
intrinsecos del animal, como la edad y el estado fisiol6gico que afectan a la emisién de CHa,
pero sus resultados aun siguen mostrando que el consumo de materia seca y la composicion
guimica de la dieta son mas influyentes en las emisiones de CHa (Ramirez-Restrepo et al.
2015; Anderson et al. 1987).

2.3.1 Consumo de alimento

El consumo de materia seca (CMS) es el principal factor que determina la emision de CH4

(Pinares-Patifio et al. 2007; Richmond et al. 2015). Generalmente, cuando se incrementa el

CMS disminuye la emision de CHa por unidad de consumo (Dall-Orsoletta et al. 2016; Perry

et al. 2016). Johnson y Johnson (1993) citado por Johnson y Johnson (1995) estimaron que

aproximadamente la emision de CH4 (g CH4/Kg MS) decrece 1.6 por ciento por unidad de

consumo incrementado. La base fisiologica que explica la reduccion de emisiones de CH4
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cuando se incrementa el CMS es que cuando se incrementa el CMS se incrementa la tasa de
pasaje a través del rumen, por ende, disminuye la digestion de la fibra, y se incrementa la
eficiencia de los microorganismos y, ademas, una tendencia a mayores concentraciones de
propionato en el rumen (Pinares-Patifio et al. 2003). Un mayor CMS con una mayor
produccion de leche y menor emision de CHs estdn usualmente relacionados a una

alimentacion con mayor nivel de carbohidratos digestibles (Moe y Tyrrell 1979).

Jonker et al. (2017) estimaron que el 90.8 por ciento de la variacion de la produccién de CHa
por unidad consumo esta explicado por la variacion en el CMS y Boadi y Wittenberg (2002)
reportaron que el CMS explica en 64% la variacion de CHa. Sin embargo, Lassey et al.
(1997) empleando la técnica del trazador SFs en ovinos al pastoreo observaron una baja
correlacion de entre la emision de CHa (g/dia) y el CMS (r>=37%) y que el CMS tan solo
aporta en 14% a la variacion de CH4y ademas reportaron que los factores intrinsecos fueron
los més importantes. No obstante, cabe precisar que la reduccion de la emision CH4 por
unidad de consumo se observa mejor en dietas con alta digestibilidad que en dietas de baja
digestibilidad (Blaxter y Clapperton 1965).

En dietas basadas en concentrados, el alto nivel de CMS esté asociado con la reduccion del
pH en el rumen, decrecimiento de la actividad celulitica, reduccién de la degradacion de la
pared celular, alta produccion de propionato e incremento del pase de almidon directo al
intestino (Demarchi et al. 2016). El incremento del CMS reduce la emision de CH4 por
unidad de consumo y es mas claro cuando suplementan con concentrados que incrementando
el consumo de forrajes (Blaxter y Clapperton 1965). El decrecimiento en la emision de CHa
por unidad de consumo podria estar explicado porque al incrementarse el consumo, la tasa
de pasaje se incrementa y se reduce el tiempo de exposicion del material fibroso a los

microorganismos metanogeénicos (Perry et al. 2016; Blaxter y Clapperton 1965).

2.3.2 Composicion quimica de la dieta

A pesar de que el principal factor que varia la emision de CH4 por unidad de consumo es el
CMS, las formulas de prediccion de CHa entérico en base al CMS tienen variaciones que no
pueden ser explicadas por si mismos. (Johnson y Johnson 1995; Demarchi et al. 2016). Moe
y Tyrrel (1979) especifican que la emision de CH4 proviene de la digestion de la fibra. Dall-

Orsoletta et al. (2016) encontraron diferencias en las emisiones de CH4 con similares CMS



a causa principalmente del contenido de FDN. Pinares-Patifio y Clark (2010) reportaron una
alta correlacion (74%) entre la emision de CH4 (gCHa4/dia) y el consumo de FDN.

Jonker et al. (2017) encontraron que el CMS explica por si solo en un 90.8% la variacién en
la produccion de CH4 por animal y tan solo el 3% esta explicado por el estado fisioldgico,
clase de ganado (leche o carne) y la composicion de la dieta. En el mismo sentido Ricci et
al. (2014) reportaron que el CMS o el consumo de energia explican en 96% la variacion en
la emision de CH4 entérico. Por otro lado, Hammond et al. (2009) reportaron que la variacion
en la composicion quimica del forraje podria explicar hasta en un 20 por ciento de las
variaciones en la emision de CH4. Demarchi et al. (2016) también reportaron que la emisién
de CHapor unidad de consumo esta mas influido por el CMS que por la composicion quimica

del forraje.

La concentracion de FDN es heterogénea con respecto a la composicion quimica,
digestibilidad y potencial para producir CHs. Por ejemplo, la alta digestibilidad del FDN de
granos de destileria produce la mitad o la tercera parte de CHa/kg CMS comparado con
forrajes con similar digestibilidad de MS (Johnson y Johnson 1995). Dado que los granos de
destileria tienen una relacion alta hemicelulosa/celulosa (1.5-1.6/1) comparado con grases
(0.67/1) y leguminosas (0.35/1). Moe y Tyrrell (1979) utilizaron estas observaciones y
estimaron que la hemicelulosa digestible produce 37 por ciento menos CHs que la digestion
de la celulosa. Por otro lado, Aguerre et al. (2011) encontraron que por cada gramo de CHa
emitido proviene de 10.3 gramos de FDN consumido.

La proporcion relativa de AGV (&cidos grasos volatiles) en el rumen es influenciado
directamente por la proporcion entre FDN (Fibra Detergente Neutro) y Carbohidratos no
fibrosos (CNF) (Moe y Tyrrell 1979). La sintesis de propionato consume equivalentes
reductores, mientras que el acetato y butirato generan mas H+ para la metanogénesis (Knapp
et al. 2014). En este sentido dietas basadas en forrajes con altos niveles de celulosa,
hemicelulosa y lignina favorecen la produccion de acetato y butirato, mientras que dietas
basadas en granos tienden a aumentar la produccion de propionato (Johnson y Johnson
1995).
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2.4  Técnicas para cuantificar el metano entérico

Historicamente, las mediciones individuales de CH4 se han empleado para determinar la
pérdida de energia como componente del balance energético y para la estimacion de la
produccién de calor basada en el intercambio respiratorio (Reynolds 2000 citado por
Hammond, et al. 2016). Luego que se identifico que el CH4 es un gas potencial que acelera
el efecto invernadero, las investigaciones se han centrado en cuantificar el CHs entérico
proveniente de la fermentacion ruminal tanto para cuantificar, asi como, estudiar estrategias
de mitigacion (Jhonson y Jhonson 1995). Actualmente, existen diversas metodologias que
estan siendo empleados alrededor del mundo para cuantificar la emision de CHa entérico, en
tanto, todas difieren en cuanto a su aplicacion, costos, exactitud y precision, pero en general
todos los métodos directos se basan en la medicion de la concentracion de CHs en el
ambiente (Hammond et al. 2016). También existen técnicas de medicion de CHs que se
basan en grupos de animales, pero en esta revision nos enfocamos en técnicas que permitan

medir el CHg4 entérico en animales individuales.

2.4.1 Camaras respiratorias

Durante los tltimos 100 afios se han utilizado diferentes sistemas de camaras respiratorias
con el objetivo de estudiar el metabolismo energético de los animales (Johnson et al. 2003).
La pérdida de CHa es una parte inherente del metabolismo energético de los rumiantes y
diversos tipos de cAmaras son herramientas valiosas en la determinacion de cantidades de
emisiones de CHs (Lassey 2007). El principio de las cAmaras es recoger todo el aliento
exhalado del animal y medir la concentracion de CH4y CO. Estas camaras poseen sistemas
de aire acondicionado que pueden controlar la humedad y temperatura interna y mantenerlos
en rangos estrechos (Brown et al. 1984).

Las cAmaras respiratorias han sido consideradas como el método estandar y el mas confiable
para medir la emisién de CH4 de rumiantes porque los factores ambientales pueden ser
controlados, existe mayor estabilidad de los instrumentos y ademas, la fiabilidad puede ser
medida (Jhonson y Jhonson 1995; Blaxter y Clapperton 1965). Sin embargo, existe el riesgo
de crear un entorno artificial que afecte al comportamiento de los animales, alterar los
patrones de consumo (CMS) y la selectividad. La disminucion del CMS no s6lo afectaria la
emision total, sino también las estimaciones derivadas como la pérdida de energia (Ellis et
al. 2007).
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Blaxter y Clapperton (1965) reportaron menos variacion en la emision de CH4 en periodos
mas largos que en periodos cortos debido al periodo de acostumbramiento. Por otro lado,
Hammond et al. (2016) reportaron que las tasas de flujo y la dinamica de mezcla de gases
dentro de la camara son una importante fuente de variacion, ya que, estos determinan el
tiempo de respuesta. Se ha sefialado que la variacion en la presion interna de la camara podria
afectar a la medicion del CH4. En este sentido, Blaxter y Clapperton (1965) reportaron que

esa variacion podria ser incluso de + ImmHg.

2.4.2 Técnica del gas trazador hexafluoruro de azufre

La técnica del gas trazador Hexafluoruro de azufre (SFe) es relativamente nueva y se
describié por primera vez en 1993-1994 (Johnson y Johnson, 1995). La técnica del gas
trazador SFe se utiliza ampliamente en Nueva Zelanda, Canada, Australia, y los EE.UU.
También lo emplean los paises del norte de Europa, por ejemplo, Suecia y Noruega (Lassey
et al. 2011). Esta técnica permitié investigar la eficiencia energética del ganado en
condiciones normales de pastoreo, porque los resultados obtenidos en cdmaras respiratorias
no se podian emplear en animales al pastoreo (Okelly y Spiers 1992) y, ademas, los
resultados son pobremente repetibles (Pinares-Patifio y Clark, 2010). La ventaja principal de
la técnica es que permite estimar el CH4 en condiciones de pastoreo, ademas, es
relativamente economica comparado con las cAmaras respiratorias y brinda informacion de

animales individuales (Murray et al. 1976).

Esta metodologia se basa en que mas del 95% del CH4 es exhalado por las fosas nasales y el
hocico del animal (Murray et al. 1976). Ademas, la emision de CHa4 se puede medir si la tasa
de emision de un gas trazador es conocida (Ulyatt et al. 1999). Con este fin se necesita un
gas no toxico, fisiologicamente inerte y estabilizado. El gas debe mezclarse con el aire del
rumen de la misma manera que el CHs. El SFs fue elegido porque cumplia con los criterios
anteriores y ademas tiene un limite de deteccion extremadamente bajo y es facil de analizar
(Lester y Greenberg 1950; Ulyatt et al. 1999). Las concentraciones de CHs y SFe pueden ser
determinados facilmente por cromatografia de gases (Hill et al. 2015). La tasa de emision
de CHs se calcula primero corrigiendo las concentraciones de CHs y SFs por las
concentraciones ambientales de las mismas. Luego, mediante la relacion de CH4 y SFs en la
muestra multiplicado por la tasa de liberacion de los tubos de permeacion, todo corregido
por los pesos moleculares. Esta técnica elimina la necesidad de encerrar animales en jaulas
0 camaras barométricas y permite manejar al animal en condiciones de pastoreo normal

(Westberg et al. 1998).
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Mucho se ha discutido sobre la precision de esta técnica. Grainger et al. (2007) realizaron
un estudio comparativo entre la técnica del trazador SFs y un circuito de camara respiratoria
con sistema abierto. Los resultados mostraron que no existen diferencias significativas entre
ambas metodologias. Sin embargo, la variabilidad de la metodologia SFs es superior a lo
encontrado con camaras respiratorias (6.1 y 4.3%, técnica del trazador de SFey cdmaras
respiratorias respectivamente). McGinn et al. (2006) reportaron que la técnica del trazador
de SFe subestima la emision de CHs en aproximadamente cuatro por ciento, ademas
encontraron que con una alimentacion en base a forraje se puede estimar con mayor precision

que con alimentacién mixta.

Uno de los principales puntos de discusién es la confiabilidad de la tasa de permeacion.
Ulyatt et al. (1999) reportaron que a los 235 dias de calibraciéon la tasa de permeacion vario
20% (1 mg vs 0.8 mg) de su tasa inicial. Por ello, es altamente recomendable colectar los
tubos de permeacion cuando el experimento haya concluido. Sin embargo, Ramirez-
Restrepo et al. (2015) encontraron que los resultados de la técnica del trazador de SFe
brindan resultados similares que camaras respiratorias (1Cos9%=24.46; 24.94 vs 1Co5%=23.4;

24 g CH4/KgMS, Tecnica del gas trazador SFe y camaras respiratorias respectivamente).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1  Areade estudio

El presente estudio se realizd en la Cooperativa Agraria San Francisco de Chichausiri
ubicada en la provincia de Junin, departamento de Junin; en la longitud oeste 75° 5917,
latitud sur 11° 11°31"", a una altitud de 4 150 msnm. La zona se caracteriza por presentar
dos estaciones bien diferenciadas, lluvias (octubre-marzo) y seca (mayo-setiembre). Segun
la Estacion Meteoroldgica Santa Béarbara de Carhuacayan-Junin-SENAMHI ubicada en
Santa Bérbara la precipitacion promedio en el 2017 fue de 877 mm y la temperatura maxima
y minima promedio mensual de 16.85 y -5.19 °C, respectivamente. La Cooperativa Agraria
San Francisco de Chichausiri presenta una topografia regular, cubierta principalmente pastos
naturales, con predominancia de gramineas anuales y perennes, cuya distribucion y grado de
asociacion estuvo condicionado por la fisiografia y naturaleza del suelo. La asociacién de
pastizales mas frecuente en la zona es Festuca humilior y Calamagrostis vicunarum. El
estudio se llevo a cabo en dos estaciones bien marcadas del afio: la estacion lluviosa se
realizd en el mes de abril del 2017 y la estacion seca en el mes de agosto del 2017. Las
mediciones de metano entérico, consumo de materia seca y produccion de leche se realizaron
en simultaneo con el objetivo de expresar las emisiones por unidad de consumo y unidad de

producto.

3.2 Animales

Se seleccionaron 12 vacas Criollas x Brown Swiss de primer parto en lactacion (63 + 22 y
203 + 22 dias en lactacion en estacion lluviosa y seca respectivamente) con
aproximadamente 15 afios de cruzamiento con Brown Swiss provenientes de La Cooperativa
Agraria San Francisco de Chichausiri, la informacion detallada del ganado se encuentra en
los Anexos 1y 2. Los animales formaban parte de un grupo de 75 vacas en la estacion
lluviosa y 68 en la estacion seca. La capacidad de carga fue relativamente mayor en la
estacion seca (0.52 UA/ha) que en la estacion lluviosa (0.45 UA/ha) pero ambos valores se
encuentran dentro de las recomendaciones para un pastizal calificado como muy bueno
(Flores 1993).



El peso vivo promedio en la estacion lluviosa y seca fueron 418 + 54 y 448 + 80 kg
respectivamente. La toma de muestra de gases, heces y leche se realizaron a los mismos
animales en la estacion lluviosa y seca. Los animales tuvieron un periodo de
acostumbramiento a los equipos (jaquimas y canister) durante 14 dias previos a la toma de

muestras en cada estacion.

3.3  Biomasa disponible y valor nutritivo del pastizal
3.3.1 Biomasa disponible

La disponibilidad de forraje se define como la cantidad de forraje por unidad de area en un
momento dado y expresado en kilogramos de materia seca por hectarea (Naupari y Flores
1996). Esta medicion se logré cortando la biomasa vegetal al ras del suelo, eliminando el
material senescente, las especies no forrajeras y las particulas de suelo, luego se secaron y
pesaron (ASRM 1962). Para ello se muestrearon 10 cuadrantes de 0.5 m? en cada cancha al
inicio de cada periodo de medicion en zonas representativas de la cancha. Luego se pesaron
en el lugar de medicion con una balanza de 0.1 de sensibilidad. EI contenido de materia seca
se determind en una estufa a 105 °C por 24 horas en el Laboratorio de Evaluacion Nutricional
de Alimentos (LENA), Departamento de Nutricion, Facultad de Zootecnia de la Universidad
Nacional Agraria La Molina de acuerdo a los métodos propuestos por la AOAC (2005). La
disponibilidad de forraje (Kg/ ha) se obtuvo a partir de multiplicar el contenido de MS con

la disponibilidad de pasto fresco (promedio de 10 cuadrantes).

3.3.2 Valor nutritivo del pastizal
a) Coleccion de muestras

La composicion nutricional del pastizal se determind a partir de muestras tomadas mediante
la técnica de simulacién manual (ASRM 1962). La simulacion manual consistié en observar
al animal de cerca durante 1 hora y media en las mafanas (06:00am), antes del ordefio y en
la tarde (04:00pm) tomando muestras manuales representativas del forraje consumido por el
animal. Se colectaron alrededor de 20 muestras por vaca. Las muestras de pasto fueron
colectadas diariamente durante los Gltimos siete dias de cada periodo y mezcladas para

obtener una muestra representativa en cada periodo (estacion lluviosa y seca).
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b) Analisis quimicos

Los andlisis quimicos de Humedad, Ceniza, Proteina Cruda, Fibra Detergente Neutro y
Energia Bruta de las muestras de pasto se realizaron en el Laboratorio de Evaluacion
Nutricional de Alimentos (LENA) del Departamento de Nutricion de la Facultad de
Zootecnia de la Universidad Nacional Agraria La Molina. La humedad se determind en una
estufa a 105°C por 24 horas y el contenido de ceniza con una mufla a 550 °C por 4 horas.
La proteina bruta (PB) de las heces se analizd por el método Semi-Micro Kjeldahl (AOAC
2005), el contenido de fibra detergente neutro (FDN) del pastizal se determino por la técnica
de Van Soest et al. (1991) y la energia bruta del pastizal se determind mediante el ensayo
del valor calorifico (bomba adiabatica) empleando el método ASTM D-2015-66 (1972).

c) Prueba de la produccion de gas para estimar digestibilidad y energia

metabolizable del pastizal

La prueba de produccién de gases (Hohenheim gas test, por sus siglas en inglés) fue disefiado
por la Universidad de Hohenheim en Stuttgart-Alemania principalmente para estimar la
digestibilidad de alimentos y estimar la energia metabolizable a través de la incubacion in
vitro y midiendo la produccion de gases generada durante 24 horas (Menke et al. 1979). Las
muestras que se emplearon procedieron de las muestras de pastizal obtenidas a través de la

simulacion manual, una muestra compuesta por cada estacion.
Procedimiento

= Un dia antes se pesaron de 210 a 230 mg por muestra (aproximadamente 200 mg de
materia seca) y se colocaron en jeringas de cristal de 100 ml de volumen (36 mm de
diametro externo y 200 mm de longitud) con pistones a los cuales se les agregd
vaselina. Las jeringas llevan un pequefio tubo de silicona en la punta con un clip
plastico para cerrar la salida.

= Las jeringas fueron se mantienen atemperadas a 39°C mediante bafio Maria hasta el
dia siguiente de la incubacion.

= Lapreparacion del medio empezaba las 6:30 am (composicion detallada en el Anexo
5) para luego trabajar con el licor ruminal, 30 minutos antes de recibirlo, el cual
estuvo listo justo antes su llegada (7:00 am). ElI medio se mantuvo a 39°C por bafio
con agua Maria, con aplicacién de un flujo constante de CO. y constante agitacién
magnética para que el medio cambie de azul a rosado gracias al indicador resarzurine,

indicando una completa reduccion del medio.
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= El licor ruminal fue previamente filtrado, para luego ser agregado al medio
totalmente reducido en una relacion de uno de licor por dos de solucién. Se mantuvo
en un bafio Maria a 39°C con el flujo de CO> y constante agitacion magnetica.

= Se agregaron 30 ml de la mezcla de licor ruminal con el medio en cada jeringa,
utilizando una pipeta automatica de 50 ml de capacidad. Se elimin6 cuidadosamente
todo el aire (medio anaerobio) de las jeringas, manteniéndose de ese modo mediante
el clip pléstico.

= Acto seguido, las jeringas fueron incubadas (Anexo 16) a 39°C alrededor de las 7:15
am. Luego las muestras fueron agitadas a cada hora, hasta la 1:15 pm.

= Todas las muestras fueron incubadas por triplicado y medidas tres veces en tres dias
distintos.

= Para estandarizar la variacion en la actividad del licor ruminal se realizaron tres
incubaciones en paralelo (también por triplicado). Un blanco que contuvo solo la
mezcla de licor ruminal y del medio, y dos estandares mezclados con el licor ruminal
y el medio. El primer estdndar consistio en heno molido y el segundo es un
concentrado. Estos estandares tienen una produccion de gas conocida (49.16 y 61.13
ml/200mgMS respectivamente), la cual debe coincidir con no mas de 5% de
variabilidad con lo observado en la incubacion, de lo contrario se descarta todo el
lote de muestras incubadas.

= Silaincubacidn fue exitosa entonces se procede a corregir los valores de produccion
de gases. El factor de correccion se obtiene dividiendo la produccion estandar del
sustrato entre la produccidn encontrada de los estandares en la incubacion. Luego se

multiplica la produccion de gases de las muestras por el factor de correccién.

d) Digestibilidad del pastizal

Los resultados de la prueba de produccién de gas junto con los datos de proteina cruda (PC),
ceniza (Cz) se emplearon en la siguiente formula para estimar la digestibilidad de la materia
organica (DMO, g/kg).

DMO(kﬁg) = 8.89 * PG + 0.448  PC + 0.651 * Cz + 149

17



Donde:
DMO: Digestibilidad de la materia organica (g/kg).
PG: produccion de gas in vitro por 200 g MS de muestra (ml)
PC: proteina cruda, N2*6.25 (g/kg).
Cz: contenido de ceniza (g/kg).
e) Energia Metabolizable

Los resultados de la prueba de produccién de gas también se emplearon para estimar la
energia metabolizable (EM, MJ/Kg):

M
EM(k—;) = 1.06 + 0.157 x PG + 0.0084 = PC + 0.022 * G- 0.0081

Donde:
EM: Energia Metabolizable (MJ/kg)
PG: produccion de gas in vitro por 200 g MS de muestra (ml)

PC: proteina cruda, N2*6.25 (g/kg).

G: Grasa cruda

34 Consumo

Con la finalidad de expresar el CH4 por unidad de consumo se estimo el consumo de materia
seca (CMS) a partir de estimar la produccion de heces con el uso del indicador de TiO2 y la
estimacion de la digestibilidad a partir de la concentracién de N2 fecal con el modelo no

lineal propuesto por Lukas et al. (2015).

3.4.1 Produccidn total de heces

Para estimar la produccion total de heces (H), a cada vaca se le suministro aproximadamente
25 g de TiO2 (cantidades precisas en el Anexo 7) en capsulas de gelatina a razon de una dosis
por dia en el ordefio (08:00am) durante 13 dias, de los cuales 6 dias fueron de adaptacion,
superior a un dia a lo recomendado por Glindemann et al. (2009a) para alcanzar el equilibrio
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de la concentracién en heces, y los siguientes 7 dias fueron de coleccién de muestras de
heces directamente del recto. Se colectaron muestras (100g/dia aproximadamente) durante
los 7 dias. Luego las 7 muestras se mezclaron en una sola muestra para luego ser secada en

una estufa a 60 °C durante 48 horas. Luego se molieron y pasadas por un tamiz de 1 mm.

a) La determinacion de TiO2

La determinacion de la concentracion de TiO2 en las heces se realizo en el laboratorio del
Instituto de Ciencias Agricolas en los Tropicos de la Universidad de Hohenheim, Sttutgart-
Alemania siguiendo el procedimiento descrito por Brandt y Allam (1987). Las muestras

fueron secadas a 40°C durante 5 dias y molidas (1mm) antes de ser transportadas.
Procedimiento

= Seempled primero una digestion con H2SO4 por 3 horas (0.5 g de muestra). Se utiliz6
un blanco con 0.5 g de celulosa y un estandar con 0.007 g de TiO2 y 0.5 g de celulosa.

» Luego se le adiciond H20> (0.1 ml, al 30%) produciendo una coloracion amarilla la
cual se detectd por colorimetria en el espectrofotometro (Jenway 6300) a 405 nm
(Figura 2).

» Luego las muestras son centrifugadas a 12000 rpm durante 10 minutos.

= Se estimo la concentracion de TiO2 en muestras a partir de una regresion lineal entre
las diluciones de TiO2 (25ul, 50ul, 100ul, 150ul, 300ul, 500ul y 1000ul) y las
absorbancias a 405nm.

= Luego se expreso la concentracion de TiO2 por g MO (Anexo 6) y luego con los g

TiO2 de la dosificacion se calculé la produccién de heces.

Figura 2: Capsulas (1 ml) luego de agregar H2O> (0.1 ml al 30%).
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3.4.2 Digestibilidad de la Materia Organica (dMO)

El dMO se estimd a partir de CP (N x 6.25) en la MO de las heces de acuerdo con la
ecuacion de regresion no lineal (Lukas et al. 2015) (3):

cP [KLQOM]

dOM = 72.86—107.7 x e 001515

3.4.3 Célculos para obtener el consumo (CMO, CMS)

Los resultados de la produccion total de heces y de la digestibilidad se emplearon en la
siguiente formula para calcular el consumo de materia organica (CMO) y el consumo de
materia seca (CMS)

a) Consumo de Materia Organica (CMO)

MOH * 100
(100 — DMO)

CMO(kg) =
Donde:
CMO: Consumo de materia organica (kg)
MOH: Materia organica de las heces (kg)
DMO: Digestibilidad de la Materia Orgénica

b) Consumo de Materia Seca (CMS)

CMS(kg) =CMO + Cz
Donde:
CMS: Consumo de materia seca (kg)
CMO: Consumo de materia organica (kg)

Cz: Cenizade la dieta (kg)

Finalmente, a los resultados de la ecuacion se le adicion6 el contenido de ceniza que se halla
en la muestra de pasto proveniente de la simulacién manual y se expreso en términos de

materia seca.
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35 Produccién de leche

Otra forma de expresar la emision de metano es por unidad de producto, también se le
denomina intensidad de emision. En este caso debido a la naturaleza de la actividad se
expreso por unidad de kg de leche producida. EI ordefio empez6 todos los dias a las 7:30 am.
El sistema de ordefio fue de una sola vez al dia con ternero al pie con la ayuda de un alambre
que funcionaba como cerco eléctrico. Se ordefio dos pezones (uno anterior y otro posterior)
para tomar la medida de la produccién de leche y los dos pezones restantes se dejaron para
que el ternero amamante. Se asumid que el ordefio de dos pezones representa
aproximadamente el 50% de la produccidn real. Para las comparaciones entre estaciones se
estandariz a un mismo nivel energético (3.14 Mj/kg de leche). Se usé la siguiente formula
de correccidn propuesta por Tyrrell y Reid (1965). La determinacion de grasa y sélidos no
grasos de la leche se analizd a través de espectroscopia infrarroja (Milkoscope Julie Z7
automatic) en el Laboratorio de leche, derivados y carnes del Programa de Investigacién y

proyeccion social en Carnes de la UNALM.
LCE(Kg) =5.58 x G +2.98 x SNG - 0.0340 x P

Donde:

LCE: Leche corregida a un mismo nivel de energia (kg)
G: Grasa en leche (kg)

SNG: Solidos no grasos (kg)

P: Produccion de leche/dia (kg)

3.6 Emisién de metano entérico

La técnica del gas trazador de hexafluoruro de azufre (SFe) es la técnica que se empleo para
calcular las emisiones de CHa en las estaciones lluviosa y seca. Esta técnica es ampliamente
utilizada en animales al pastoreo (Johnson y Johnson 1995) y esta fundamentada en que
aproximadamente el 95% del CH4 ruminal (87% de la produccion total) es eructado y el 89%
del CH4 generado en intestino grueso (11% del total) se elimina a través de los pulmones.
Asi, aproximadamente el 99% de la produccién total de CH4 es exhalado por hocico y ollares
(83% por eructacion y 16% por exhalacion) (Murray et al. 1976). La técnica requiere
introducir en el rumen del animal una capsula conteniendo gas SFs, con una tasa de
liberacion conocida. El trazador se acumula en el rumen, y es posteriormente liberado por
eructos de la misma manera que el CHa. El principio de esta técnica radica en que se ha

demostrado que la razon entre las concentraciones medias de CHa y SFs, determinadas en
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dichas muestras de aire, es una buena aproximacion a la razén entre la tasa de emision de
cada capsula y la tasa media de emisién de CH4 (Johnson et al. 1994). Entonces, si se conoce
la cantidad de trazador liberado en el periodo de coleccion de la muestra, multiplicando esta
cantidad por la razon de las concentraciones CHa4/SFg, se obtiene la emision de CH4 en el

periodo de coleccion de la muestra (Pinares-Patifio et al. 2007).

Para la aplicacion de la presente técnica, se realizo una capacitacion en el CATIE-Turrialba,
Costa Rica. La capacitacion titulada “Emisiones de metano entérico y 6xido nitroso de la
ganaderia aplicando la técnica del gas trazador SFe” dictado por el Programa de Ganaderia
y medio ambiente (GAMMA) permiti6 ganar experiencia en la toma de muestras in vivo y

ademas permitio implementar y adaptar la técnica a las condiciones altoandinas.

Cabe resaltar que el presente estudio es una de las primeras experiencias con la técnica del
trazador de SFe en condiciones altoandinos y que a medida que comprendiamos, reduciamos
los errores. Uno de los mayores inconvenientes que tuvimos ocurrié en la estacion lluviosa
debido a que la lluvia ingresaba a los filtros y ello provocaba taponamientos. Los primeros
dias de coleccion tuvimos un 50% de eficacia en el muestreo. Este problema lo superamos
quitando el pequefio trozo de algodon que funcionaba como trampa para particulas y ello
ocurria porque en lugares donde hay demasiada agua el algodon formaba una gran gota y
ello provocaba que el agua ingrese a los filtros. Sin embargo, en la estacion seca este
problema no se presentd debido principalmente a las bajas precipitaciones. El segundo
problema que podemos resaltar es la estandarizacion del submuestreo, especificamente el
vacio de los viales era un punto que tenia varios factores que provocaban variacion en el
vacio de los mismos. Pero el factor mas importante, en nuestra experiencia, fue el crimpado,
ya que, este determinaba el grado de sellado de los viales. Existen mas experiencias que en

un nivel mas detallado se encuentra en el documento elaborado por Haro et al. (2018).

3.6.1 Tubos de permeacion

Los tubos de permeacion de SFs fueron elaboradas en el centro de investigacion y desarrollo
Swift-Current, ubicada en Saskatchewan-Canada. Las mismas consisten en una barra de
bronce que posee una cavidad en la que contiene el gas SFe y estd cerrada mediante una
membrana de teflon (mecanicamente sostenida por una microgrilla de acero inoxidable)
(Johnson et al. 2003).
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Para conocer la tasa de permeacion (mg/dia) se mantuvieron los tubos en una estufa con aire
forzado a 39C° y se pesaron semanalmente a la misma hora (09:00am) durante 9 semanas
previas a la dosificacion, siendo superior en una semana a lo recomendado por Berndt et al.
(2014). La sensibilidad de la balanza fue de 0.0001 gr. Se consideré la pérdida de peso del
tubo como la liberacion de SFe. Se elaboré una ecuacion de regresion con un R? de 99.9%
con las variaciones de peso para estimar la tasa de liberacion en los dias de toma de muestra.
La pendiente de la ecuacion es la tasa de liberacion de gas SFe (Cuadro 3). La dosificacion
de los tubos de permeacion se realizo de forma aleatoria siete dias previos a la toma de

muestras de acuerdo con Johnson y Johnson (1995) y Deighton et al. (2014).

Cuadro 3: Informacion de tubos de permeacion.

N° de tubo de Peso Tasa de . o
- . Carga SFs . p Tiempo de N° de vaca
permeacion(TP  vacios de (M) permeacio R vida (dias) dosificada
) TP n (mg/dia)
39 54.7 2592 5.7 1.0000 369 9
40 55.1 2521 5.2 0.9999 399 2
41 56.6 2513 3.4 0.9999 647 1
42 55.6 2453 5.6 0.9999 346 3
43 54.9 2558 5.9 0.9999 343 12
44 55.1 2308 5.0 0.9999 376
45 54.6 2609 6.5 0.9999 311 11
46 55.7 2474 53 0.9999 380 8
47 54.8 2512 5.6 0.9999 356 5
48 55.7 2537 4.8 0.9999 435 4
49 55.0 2499 5.2 0.9999 387 10
50 54.3 2836 5.0 0.9999 475 6

3.6.2 Sistema de coleccion de gases

Los elementos que se usaron para esta técnica se basan en la sugerencia por Berndt et al.
(2014). Usamos los elementos de conexion rapida Swagelok ® para la linea de coleccion de

gases y elementos de ajuste para la generacién de vacio y toma de muestra (Figura 3).
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A: Canister en forma de yugo; B: codo (B-2-ME, Swagelok®); C: Conector hembra
(B-QC4-B-2PF, Swagelok®); D: Conector macho (B-QC4-S-200, Swagelok®); E:
Férula (B-200-SET, Swagelok®); F: Manguera de Nylon de 1/8”; G: Tubo capilar de
0.0625x0.005mm de didmetro interno; H: Filtro (B-2F-15, Swagelok®) y I: Manguera
de silicona de 1/4”.

Figura 3: Componentes de la linea de coleccion de muestras de gases.

3.6.3 Collares

En el método original descrito por Johnson y Johnson (1995) usé una esfera de acero
inoxidable de un litro, desde entonces se han desarrollado innovaciones al modelo original.
En la actualidad se han desarrollado adaptaciones a la metodologia en cuanto a material y
forma. En el presente estudio se empled collares doblados en forma de “yugo” elaborados a
partir de tubos de PVC (Figura 4).

Para confeccionar los canister se emplearon tubos de alta presion para agua de 2”” y doblaron
en una estufa a 120 C° por 5 min para darle la forma de yugo. Luego de pegar cada pieza se
mantuvo 4 dias en reposo antes de someter al calor. Antes del doblado se realizé un orificio
con un taladro de pedestal con una broca de 11mm y luego se hizo la rosca con una terraja
macho NTP de '2”. Luego del pegado de tapas se procedi6 a conectar el codo y hembra con
teflon Swagelok®. Para verificar la calidad de los canister se limpiaron en cuatro tiempos
con nitroégeno de alta pureza y luego se mantuvo en vacio durante cuatro dias y se descartd

los canister que ganaban presion en por lo menos 5 por ciento de la presion inicial.
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A: codo de 90° para agua fria de presion de 2” (PAVCO®); B: dos porciones de 0.5m
de tubo de 2”’(Tuberia para agua fria con rosca NTP, espesor de 3.9mm, PAVCO®);
C: tapa a presion de 2” (PAVCO®); D: codo (B-2-ME, Swagelok®); E: hembra (B-
QC4-B-2PF, Swagelok®).

Figura 4: Canister en forma de yugo.

3.6.4 Determinacién de emisiones de metano

a) Toma de muestras de gases

La toma de muestra de gases se realizo en canisters de 2.042 Lty a través de lineas de flujo

con capilares previamente calibrados 0.95-1.1 cc/min a 800mbar con N2 ultra puro.
Procedimiento

= Cada marfiana (05:00 a.m.) los cénisters eran despresurizados en el laboratorio con
una bomba de vacio (marca CPS, modelo VP12D) y limpiados con nitrégeno ultra
puro para remover los gases residuales (2 veces por canister) para luego generar el
vacio durante 3 minutos por canister hasta llegar a una presion diferencial de -615
mbar en abril y -620 mbar en agosto.

= Luego de 24 horas de colecta, se desconectd cada canister y se conecté el siguiente
canister para la siguiente toma de muestra (Figura 5).

= En el laboratorio se presurizé6 a 350 mbar con nitr6geno ultra puro y se dejo
estabilizar por 3 horas.
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Figura 5: Recambio de canister.

Luego se tom0 submuestras en viales de 20 ml, dos viales por cada canister, con
jeringas de 50 ml. Para el llenado de cada vial, se elimind los primeros 100 ml y los
siguientes 50 fueron trasladados al vial.

= Los viales previamente fueron despresurizados con la misma bomba a través de un
sistema de vacio de viales. Todos los viales se mantuvieron en refrigeracion con la
ayuda de hielos en gel y luego transportados via aérea (en camaras presurizadas)
hasta el laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Zootecnia de la UNALM.

b) Analisis de CHsy SFs

La concentracion de CHa (ppm) y SFe (ppt) de los viales fueron determinadas por
cromatografia gaseosa, mediante la inyecciébn manual de las muestras (0.6 ml) a un
cromatografo de gases modelo 7890B, marca Agilent technologies. La temperatura del
inyector fue de 200°C con una presion de 11.2 psi y un flujo de 8.12 ml/min. La temperatura
del horno fue de 30°C con un tiempo de espera de 4.5 min. Se utiliz6 una Unica columna de
silice para hidrocarburos ligeros y gases azufrados, GS-GasPro marca Agilent technologies
de 30 m y diametro interno de 0.32 mm. La medicién de CHj se realiz6 con un detector de
ionizacion de flama (FID) de la marca Aligent technologies, con una sensibilidad < 1.4 pico
gramos. La temperatura del detector fue de 250°C utilizandose helio como gas portador (10
ml/min), hidrégeno como gas combustible (40 ml/min) y aire como gas oxidante (350
ml/min). La medicién de SFs se realiz6 con un micro detector de captura de electrones (ECD)
de la marca Agilent technologies.

26



La temperatura del detector fue de 200°C empledndose nitrdgeno como gas portador (30
ml/min). Asimismo, se realizd la calibracién con un estandar (Scott-Marrin Inc.) de
concentracion conocida, 48.7 ppm de CH4 y 237.9 ppt de SFe. Las verificaciones de rutina
se realizaron con el estandar al empezar y al finalizar las lecturas incluidas los blancos. Las
verificaciones de rutina se realizaron con el estandar al empezar las lecturas y al finalizar

grupo de 26 lecturas incluidas los blancos.

c) Calculo de emisiones de metano

El modelo propuesto por Johnson y Johnson (1995) y la guia elaborada por Berndt et al.
(2014) proponen la misma ecuacion de célculo. Las concentraciones de CHs y SFe se
determinaron por cromatografia de gases. La tasa de emision de CH4 se calculé mediante la
relacion de CH4 y SFs en la muestra multiplicado por la tasa de liberacion de los tubos de

permeacion y todo corregido por los pesos moleculares segun la siguiente formula:

[CH4] — [CH4amb] SF6PM
*
[SF6] — [SF6amb]| CH4PM

g )
CHA4 (E) = TPSF6(mg/dia) *

Donde:

CH4 (g/dia): Emision de CH4 por dia.

TPSF6: Tasa de permeacion (mg/dia).

[CHA4]: Concentracion de CH4 en la muestra (ppm).
[SF6]: Concentracion de SFs en la muestra (ppt).
[CH4amb]: Concentracion de CH4 en el ambiente (ppm).
[SF6amb]: Concentracion de SFs en el ambiente (ppt).
CH4PM: Peso molecular del CHa4

SF6PM: Peso molecular del SFe

Ademas, se corrigieron las concentraciones de CHs y SFe con las presiones después de la
toma de muestra y luego de presurizar con Nitrégeno (N2) de acuerdo con las modificaciones
a la metodologia propuesta por Deighton et al. (2014).
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P3
P2 —-P1

[Gas c] = [Gas crom]

Donde:

[Gas c]: Concentracion de CHas y SFe corregida.

[Gas crom]: Concentracion de CHs y SFe proveniente del cromatografo.
P1: Presion diferencial antes de la coleccion.

P2: Presion diferencial luego de la coleccion.

P3: Presion diferencial luego de presurizar con No.

Luego de calcular las emisiones de CH4 por vaca (g/vaca/dia), también se expresaron por kg
de PV (g/kg PV), por unidad de consumo (g/kg MS, g/kg MO), por unidad de consumo
digerido (g/kg dMS, g/kg dMO), por kg de FDN consumido (g/kg FDN) por unidad de LCE

(9/kg LCE) y como porcentaje de la energia bruta (Ym, por sus siglas en ingles).

CH4(g) * 55.65(%)
~ EB(M]/kg) * CMS(kg)

Ym

Donde:

Ym: Porcentaje de la energia bruta que se pierde como CHa (%)
CHa: Emision de metano (g/vaca/dia)

EB: Energia bruta de la dieta (MJ/kg)

CMS: Consumo de materia seca (kg/vaca/dia)

3.7 Andlisis estadistico

Debido a la naturaleza del estudio se empled el Test de datos pareados. Se realizo la
validacién de supuestos (normalidad y homoceasticidad), donde la normalidad se probé
mediante el test Anderson-Darling y se usoé el software MINITAB® 18 (2017). Se utiliz6 un
nivel de significancia del 5%, donde el p-valor menor o igual a 0.05 se considerd
significativo mientras que un p-valor mayor a 0.05 se considerd no significativo. Se empled

la tabla de probabilidad de la T de Student para encontrar el p-valor de la T pareada.
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Modelo
di = xi- xii
Donde:
di = Diferencia de datos pareados
xi,1 = Media de una muestra en el tiempo i.

xi,2 = Media de la misma muestra en el tiempo ii.

Calculos:
= T pareada
_ Xdi— Mo
B Sd/vn
Donde

T=valor de la T pareada

Xdi: Media de las diferencias de las muestras pareadas.
o= Media hipotética de la poblacion para las diferencias

Sd: Desviacion estandar de la muestra para las diferencias de las muestras pareadas
n: Tamafo de la muestra
= Hipotesis

Hipdtesis nula Ho: diferencia p=0

Hipotesis alterna  Hj: diferencia_p # 0
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Disponibilidad y composicion quimica del pastizal

Los resultados de disponibilidad y composicion quimica del pastizal en la estacion lluviosa
y seca se encuentran en el cuadro 4. La biomasa disponible fue superior en la estacién
[luviosa con respecto a la estacion seca (3300 vs 2448 kgMS/ha). Ambos valores son
inferiores a lo reportado por Moscoso et al. (2017) quienes reportaron una biomasa
disponible de 3546 kgMS/ha en pastizales altoandinos dominados por Festuca dolichophylla
y Muhlenbergia fastigiata. La menor disponibilidad de biomasa en la estacion seca puede
deberse a la carencia de precipitaciones y ello puede afectar a la formacion de noédulos de
especies leguminosas e influir directamente sobre sobre la cantidad de nitrogeno fijado y por
lo tanto sobre la disponibilidad de pastizales (Diaz 2001). Sin embargo, Garcia (2018)
reportd que la Festuca humilior es una especie que distribuye bien sus nutrientes para la
produccion de semillas buscando asegurar su permanencia en la comunidad, a pesar de estar
en suelos altamente degradados y en condiciones climaticas extremas. Por otro lado, el
cambio climatico es un fendmeno que altera los regimenes de precipitacion y esto es uno de
los principales impulsores del cambio en los ecosistemas de los pastizales (Polley et al.
2013). Otro de los factores que pudo provocar una menor disponibilidad en la estacidn seca
es la temperatura (Bojérquez 1994). Las bajas temperaturas afectan directamente a la tasa
fotosintética, permeabilidad de la pared celular, absorcion de agua y nutrientes, transpiracion
y coagulacion de las proteinas de las plantas, por lo tanto, afectan su tasa de crecimiento
(Tisdale y Nelson 1991; citado por Alaluna y Villagarcia 2000). Otro factor posible puede
ser el fotoperiodo, la mayor cantidad de horas luz en la estacion lluviosa pudo dar ventaja al
incremento de biomasa debido a que la radiacion es mayor en la estacion lluviosa. En este
sentido, Havlin et al. 1999 citado por Uribe (2008) menciona que en la region altoandina del
Peru el fotoperiodo varia de 12 a 13 horas en la estacién lluviosa 0 9 a 10 horas en la estacion

seca y también la radiacion mensual es alta en noviembre y baja en mayo.

El contenido de materia organica (MO) fue ligeramente superior en la estacion seca (946.9
vs 960.9 g/Kg) pero ambos estan de acuerdo con los valores reportados por Rodriguez (1984)



y Moscoso et al. (2017) para pastizales altoandinos. El contenido de proteina cruda (PC)
generalmente es bajo en zonas altoandinas porque la disponibilidad de nitrogeno en el suelo
es baja debido a la baja tasa de mineralizacion como consecuencia de las bajas temperaturas,
por ello, el contenido de PC en pastizales altoandinos oscila entre 50 y 120 g/KgMS
(Chancayauri 1999). En el presente estudio el pastizal estuvo dominado por las especies
Festuca humilior y Calamagrostis vicunarum donde el contenido de proteina (109.9 y 72.4
0/KgMS, estacion lluviosa y seca respectivamente) se encontré dentro de los valores
reportados por Rodriguez (1984) y Chancayauri (1999). En la estacion seca, el contenido de
PC (72.4 g/Kg) fue menor a lo observado en la estacion lluviosa (109.9 g/KgMS). De manera
similar, Chancayauri (1999) también report6 que el contenido de PC a inicios de la estacion
lluviosa es mucho mayor que la estacion de lluvias y estd a la vez mayor que la estacién
seca: 136; 87 y 76 g PC/KgMS; respectivamente. Rodriguez (1984) observé en pastizales
como en Festuca dolichophylla valores altos de PC (201 g/Kg) en las primeras etapas de
crecimiento como también valores muy bajos (49.9 g/Kg) en la etapa de caida de semillas y

en la especie Calamagrostis vicunarun valores de PC desde 70 hasta 149 g/Kg

Cuadro 4: Disponibilidad y composicion quimica del pastizal altoandino en estacion

lluviosa y seca.

Estacion

Atributo Lluviosa Seca
Biomasa Disponible(kg MS/ha) 3300 2448
Composicién Nutricional (Base seca)

MO(g/kg) 946.9 960.9
PC(g/kg) 109.9 72.4
FDN(g/kg) 676.9 660.0
FDNmo (g/kgMO) 714.9 686.9
Digestibilidad(g/Kg) * 478.2 476.2
EB(MJ/kg) 17.5 17.3
EM(MJ/kg) 6.7 6.9

MO: Materia Organica; PC: Proteina Cruda; FDN: Fibra Detergente Neutro; FDNmo: FDN
en base a la MO.

*Digestibilidad estimada a partir de la prueba de produccion de gas.
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Chancayauri (1999) considero el inicio de la estacion lluviosa en el mes de noviembre,
lluviosa en marzo y seca en julio. Lo cual se encuentra cercano a los meses de evaluacion
del presente estudio (Abril: Estacion Lluviosa y Agosto: Estacion Seca). Argote (1999)
también encontré valores similares de PC en pastizales dominados por Calamagrostis
antoniana y Festuca dolichophylla (91.2 a 96.4 g PC/KgMS, estacion de lluvias; 84.0 2 92.8
g PC/KgMS, estacion seca). No obstante, las diferencias en el contenido de PC entre el
presente estudio, Rodrigues (1984), Chancayauri (1999) y Argote (1999) podrian ser debido

a la composicion floristica y al estado fisiologico de la planta en el cual se evaluaron.

Vigo (1973) reporto6 que el contenido de PC y FDN varia de acuerdo a la edad de la planta.
Ademas, Rodriguez (1984) observo una relacion lineal inversa entre el contenido de PC y
FDN. Sin embargo, en el presente estudio en la estacion lluviosa se obtiene mayor
proporcion de PC y mayor contenido de FDN. Similar a ello también fue reportado por Ulyatt
et al. (2002) al evaluar la variacion de emision de CH4 entre la variacién estacional de la
composicion quimica de una asociacion rye gras/trébol. El contenido de FDN en el presente
estudio fue 676.9 y 660 g/KgMS en la estacion lluviosa y seca respectivamente. Ambos se
encuentran dentro de los valores reportados en estudios con pastizales altoandinos (Argote
1999). Sin embargo, estos resultados se encuentran por debajo de lo reportado por Rodriguez
(1984) quien encontrd valores de 707 g/Kg de FDN en la Mhulembergia fastigiata y
contenidos altos para la Festuca dolichophylla en 752 g FDN/Kg. Ademas, cuando el
contenido de FDN es expresado en base a la materia organica (FDNmo) la diferencia se
muestra mejor a favor de la estacién seca. Sin embargo, la tendencia es que el contenido de
las paredes celulares se incremente a medida que avanza las estaciones y la edad de la planta
(Rodrigez 1984; Chancayauri 1999).

La digestibilidad in vitro de la MS obtenida por el método propuesto por Close y Menke
(1986) fueron similares para ambas estaciones (478.2 y 476.2 g/Kg en la estacion lluviosa y
seca respectivamente). Estos resultados son bajos comparados con estudios realizados en
pastizales altoandinos. Chancayauri (1999) reportd la digestibilidad in vitro de pastos
naturales dominados por Festuca humilior y Calamagrostis vicunarum y sus resultados
oscilaban entre 503.2 y 518 g/Kg. Argote (1999) y Chancayauri (1999) obtuvieron
digestibilidades in vitro entre 577 y 735 g/Kg. Sin embargo, Argote (1999) encontr6 mayor
digestibilidad in vitro en la estacion seca que en la estacion lluviosa (620.7 vs 522.0
g/KgMS). De la misma manera Uribe (2008) también encontré mayor digestibilidad in vitro
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en la estacion seca (55.9 %) que en fines de la estacion lluviosa (54.3 %) pero ambos menores
a la estacion lluviosa (68 %) con pasturas asociadas rye grass-dactylis-trebol.

Los valores similares de digestibilidad podrian deberse a la selectividad de los animales, dado
que a finales de la estacion seca ya existen los rebrotes tiernos producto de las primeras lluvias
y generalmente contienen menores cantidades de fibra que un pasto de mayor estado
fisiologico (Argote 1999). Ademas, especies de pastizales altoandinos como el Carex
equadorica, Alchemilla pinnata y Gnaphalium sp son especies que se encuentran disponibles
durante todo el afio, por lo tanto, podrian incrementar el contenido de PC, la digestibilidad y

estaria incrementando el valor nutritivo en forma constante ain en la estacion de sequia.

El contenido de energia bruta del pastizal en ambas estaciones (17.5 y 17.3 MJ/kg, estacién
lluviosa y seca respectivamente) se encuentra ligeramente por encima de los valores reportado
por Moscoso et al. (2017) en pastizales (17.2 MJ /kg) pero inferiores a lo estimado por el
MINAM (2016) (18.4 MJ /kg). La energia metabolizable (EM) estimada a partir de la ecuacion
propuesta por Close y Menke (1986) fue 6.7 y 6.9 MJ/Kg en la estacién lluviosa y seca
respectivamente. Sin embargo, los resultados fueron ligeramente inferiores a los reportados por
Chancayauri (1999) quien report6 la energia metabolizable de pastos naturales en estacion

seca Yy lluviosa (7.06, 7.87 MJ/Kg en estacidn seca y lluviosa respectivamente).

4.2 Consumo y Produccion de leche

Los resultados promedios de la estacion lluviosa y seca sobre consumo (CMS, CMO, CPC y
CFDN) y digestibilidad se encuentran en el cuadro 5 y los resultados de produccion de leche
se encuentran en el cuadro 5. Los resultados detallados se encuentran a partir del anexo 7 hasta
el 13 y los analisis estadisticos se encuentran a partir del anexo 17 hasta el 28. El consumo de
materia seca (CMS) (10.4 vs 9.3 kgMS) y consumo de materia organica (CMQ) (10 vs 8.8
KgMO) fue significativamente superior (p<0.05) en la estacion seca que en la estacion
lluviosa pese a que la digestibilidad en la estacion seca (598 g/kg) fue significativamente
inferior (p<0.05) a la estacion lluviosa (626 g/kg). Una posibilidad del mayor CMS en la
estacion seca es el bajo contenido de PC. Cuando la PC se encuentran cercanos al siete por
ciento el CMS se incrementa linealmente basicamente para cubrir sus requerimientos minimos
de PC para asegurar la minima actividad ruminal (Van Soest 1994, citado por Demarchi et al.
2016). El consumo de proteina cruda (CPC) fue significativamente superior (p<0.05) en la
estacion lluviosa a pesar de que hubo menor CMS, porque hubo menor concentraciéon de PC
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en la estacion seca. La otra explicacion es que las vacas en la estacion seca tuvieron mayor
demanda nutricional para mantenimiento debido a que el PV en la estacion seca (448 kg) fue
superior que en la estacion lluviosa (418kg). Empleando las ecuaciones de prediccion (Anexo
15) de CMS propuestas por el IPCC (2006), el CMS deberia ser en estacion lluviosa, 8.9kg y
en estacion seca, 9.4kg. Cabe reconocer que el nimero de dosificaciones del indicador (TiO2)
y el nimero de colectas de heces no fueron los adecuados por lo que el consumo podria estar
sobreestimado. Batista et al. (2011) con una sola dosificacion (10 g TiO2), mediante una sonda
esofagica, sugieren colectar muestras de heces por lo menos cuatro veces al dia. Sin embargo,
Myers et al. (2006) emplearon capsulas de gelatina, al igual que en el presente estudio,
sugieren que el nimero de colectas puede reducirse a dos sin afectar la concentracion en heces.
El consumo expresado como porcentaje del PV es una medida ampliamente utilizada y en
vacunos se encuentra alrededor de 2.5 por ciento. Con el mismo valor el MINAM (2016)
estimo6 el CMS para elaborar los inventarios de gases de efecto invernadero. Sin embargo, los
valores encontrados en el presente estudio fueron 2.2 y 2.3 por ciento del PV en la estacion
lluviosa y seca respectivamente. Estos valores podrian ser mas reales considerando el tipo de

sistema y la baja calidad de pastizales que es lo usual en zonas altoandinas.

Cuadro 5: Consumo Y digestibilidad de vacas en lactacion en estacion lluviosa y seca en

pastizales altoandinos.

Estacion
Lluviosa Seca P-valor
CMS (kg) 9.33+15 10.4°+2 0.009
%PV (%) 222+0.3 2.30+0.3 0.023
CMO (kg) 8.82+1.4 10°+1.9 0.005
CPC (kg) 1.0% £0.1 0.8°+0.2 0.000
CFDN (Kg) 6.32+1 6.9°+1.3 0.029
Digestibilidad (g/kg) 6262 +0.1 508°+0.1 0.000

Los valores son promedios de doce vacas + la desviacion estandar. En cada fila las
medias seguidas por diferentes letras difieren estadisticamente (P < 0.05).

La digestibilidad considerada para estimar el CMS fue a partir de la ecuacion propuesta por
Lukas et al. (2015) y la digestibilidad estimada a partir de la produccion de gases propuesta
por Close y Menke (1986) se empled para el valor nutricional del pastizal. La digestibilidad
de la MO estimada a partir de la produccion de gases es bastante inferior a la digestibilidad
de la MO estimada a partir del nitrégeno fecal. Estos resultados son comparables con los
resultados in vitro reportados por Argote (1999) y Chancayauri (1999) pero en el momento

de estimar el consumo tiende a subestimarlo. La ecuacion de regresion no lineal de Lukas
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et al. (2015) se elabord a partir del nitrégeno fecal y la digestibilidad aparente de la materia
orgénica de vacunos lecheros y, ademas, el rango de digestibilidad fue de 579 hasta 719
09/KgMO, es decir, dentro del rango de digestibilidad que se espera encontrar en pastizales
altoandinos. Esta técnica ha sido considerada como la mas precisa para estimar la
digestibilidad de la MO debido a que su alta correlacion ha sido reportada (Wang et al.
2009). Ademas, la técnica nos permite obtener mayor cantidad de datos y no un solo valor

de digestibilidad por cada estacion (Peripolli et al. 2011).

Glindemann et al. (2009b) reportaron que la digestibilidad y el CMO estan negativamente
correlacionados con el contenido de FDN. De acuerdo con ello, en la estacion lluviosa, donde
hubo mayor concentracion de FDN se obtuvo un menor consumo comparado con la estacion
seca. Sin embargo, la digestibilidad fue significativamente superior (p<0.05) en la estacion
[luviosa que en la estacion seca en 4.5 por ciento, pero consumieron 12 por ciento menos.
La menor digestibilidad podria deberse a que se incrementd la capacidad de carga del pastizal
en la estacion seca tal como lo reportaron Glindemann et al. (2009b) en sus estudios de
capacidad de carga con ovinos. Ello se debe a que cuando se incrementa la capacidad de
carga, disminuye la disponibilidad de pastos y por ende decrece la selectividad. También
Chancayauri (1999) report6 que a medida que avanza las estaciones del afio se incrementa

la concentracion de FDN en la planta y por ende la digestibilidad disminuye.

Cuadro 6: Produccion y composicion de leche de vacas en lactacion en pastizales

altoandinos en estacion lluviosa y seca.

, Estacion
Parametros . P-valor
Lluviosa Seca
Produccion de leche (kg/d) 282+0.3 1.8° +0.2 0.000
Produccion de grasa (g/d) 60.1% +9.43 68.1° +15.12 0.025
Grasa (%) 3.82 £0.57 4.3% £0.53 0.083
ST (%) 1292 £1.07 132 £0.88 0.224
SNG (%) 9.1% +0.66 8.7° +0.44 0.002
LCE* (kg/d) 3.1 £04 2P +0.4 0.001

Los valores son promedios de doce vacas + la desviacion estandar. En cada fila las medias
seguidas por diferentes letras difieren estadisticamente (P < 0.05). *Nivel de significancia
0.05. ST: Solidos totales; SNG: Sélidos no grasos; LCE: Leche corregida a energia.

La produccion de leche corregida a energia (LCE) en la estacion lluviosa (3.1 kg) fue mayor

(p<0.05) a la produccién de la estacion seca (2 kg). Sin embargo, las producciones de leche

35



de ambas estaciones estuvieron debajo de lo reportado por el MINAM (2016) (4 kg/vaca/dia:
departamento de Junin). EI porcentaje de grasa en sistemas basados en pastizales tiende a
ser superior a sistemas estabulados. El porcentaje de grasa fue superior en la estacion seca
(4.3%) que en la estacion lluviosa (3.9%) y a pesar de que en la estacion seca se produjo
aproximadamente 1kg menos, la produccion de grasa fue superior (p<0.05) en la estacion
seca (68.1 g/vaca/d) que en la estacion lluviosa (60.1 g/vaca/d). EI mayor porcentaje y
produccién de grasa en la estacion seca se debe a que las vacas en la estacion seca
consumieron mayor cantidad de FDN (6.9 vs 6.3 kg FDN) y segun Arelovich et al. (2008)

el porcentaje de grasa aumenta linealmente con el mayor consumo de FDN.

El mayor contenido de fibra en la dieta incrementa el nivel de grasa en la leche debido
posiblemente a una mayor sintesis de acetato y por parte de los microorganismos celuliticos
del rumen (Uribe 2008). EI mayor nivel de acetato promueve la mayor sintesis de grasa en
la leche. (Church 1993). Sin embargo, Uribe (2008) observd mayores niveles de grasa en
leche en la estacion inicios de lluvias, pero en animales que estaban iniciando la lactacion y
con animales que estaban terminando la lactacion si observo mayores niveles de grasa en la
estacion seca (3.7) que en la estacién inicios de lluvias (3.8). Pero ambos valores son
inferiores al presente estudio porgue el nivel de FDN es altamente diferentes a la época seca.

4.3 Emisién de metano entérico

El presente estudio es uno de los primeros intentos de medir las emisiones de CH4 entérico
en condiciones de pastizales altoandinos. Por otro lado, es importante reconocer que tuvimos
ciertas dificultades en la toma de muestras lo cual provocé perder muestras de varios
animales. Sin embargo, ello se superé aumentando en un dia mas al periodo de coleccion
para subsanar las pérdidas de muestras. Los resultados promedios de emisién de CHa
entérico en pastizales altoandinos en estacion lluviosa y seca se encuentran en el Cuadro 7 y
los resultados detallados se encuentran en los Anexos 3 y 4, ademas los resultados del
analisis estadistico se encuentran a partir del anexo 29 hasta el 37. La produccion de CHa
de vacunos en lactacion varia entre 100 y 450 g CHa4/dia dependiendo principalmente del
CMS y calidad de dieta (Jhonson y Jhonson 1995; Ulyatt et al. 1999). La emision de CH4 en
la estacion seca fue significativamente superior (p<0.05) que la estacion lluviosa (257 vs 213
gCHa/vaca/dia). Estos valores estan de acuerdo con Pinares-Patifio et al. (2003), quienes
reportaron valores desde 200 hasta 242 g/CH4 en pastos seminaturales de clima templado

con vacas de similar peso vivo. La variacion en la emision de CHa en diferentes estaciones
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fue observada por Ulyatt et al. (2002) en vacunos pastoreando una asociacion de rye
gras/trebol, donde se relacionaba mayores emisiones a mayores consumos de MS, similar a
lo reportado en el presente estudio. Por otro lado, las emisiones encontradas en el presente
estudio (235 g/vaca/dia, promedio de ambas estaciones) son inferiores a lo estimado (281 g

Ivaca/dia, promedio) siguiendo las directrices del IPCC (2006) con el nivel dos (Anexo 15).

En el Perud, uno de los primeros estudios de CHas entérico con pastizales altoandinos fue
desarrollado en el centro experimental de “La Raya”-Cuzco a 4200 msnm (Moscoso et al.,
2017). Moscoso et al. (2017) reportaron que la emision de CH4 entérico de vacas en lactacion
pastoreando 8 horas diarias en pastizales altoandinos suplementado con 25 kg de ensilado
fresco de avena fue 421 g CHalvaca/dia en la estacion seca. Este valor es superior a lo
encontrado en la misma estacion del presente estudio (257 g CHa/vaca/dia) e incluso cuando
es expresado por unidad de PV (0.87 g CHa/kg PV) sigue siendo superior a lo encontrado en
el presente estudio (0.59 g CHa/kg PV).

Las mayores emisiones reportadas por Moscoso et al. (2017) podrian ser porque son
animales que recibieron suplementacion de aproximadamente 6.25 kg MS como ensilado de
avena y generalmente a mayores niveles de CMS la emision de CHa se incrementa también
(Pinares-Patifio et al. 2009). No obstante, la comparacion no puede ser mas precisa debido a
que Moscoso et al. (2017) no reportan datos de consumo y teniendo en cuenta que el
consumo es el primer factor determinante en la produccién de CH4 por animal y por unidad

de consumo, por lo tanto, la diferencia podria ser el nivel de CMS (Jhonson y Jhonson 1995).
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Cuadro 7: Promedio de emision de metano entérico de vacas en lactacion en pastizales

altoandinos en la estacion lluviosa y seca.

Estacién

Metano Lluviosa Seca P-valor
g CH./d 2132 +23 257° +48 0.002
g CHa/kg PV 0.512+0.1 0.592+0.1 0.028
g CHs/Kg CMS 23.2% +2 2523+ 4 0.180
g CH4/Kg MS digestible 39.62 3.9 455+ 6.8 0.025
g CH./Kg CMO 2452 +2 27.3% £3.5 0.273
g CH4/Kg MO digestible 39.32+3.7 435+ 6.6 0.000
g CH4/Kg FDN 3432 +3 3792 +6 0.084
g CH4/Kg de leche 68.92+11.4 131.2°+31.1 0.000
Y (BEB)* 7.42£0.6 8.02+13 0.137

Los valores son promedios de doce vacas + la desviacion estandar. En cada fila las medias
seguidas por diferentes letras difieren estadisticamente (P<0.05). CMS: Consumo de MS;
CMO: Consumo de MO; CFDN: Consumo de FDN. ECM: Leche corregida a energia; Ym:
Fraccidon de la EB destinada a la produccion de metano.

*Considerando 55.65 MJ/kg de CH4

En la estacion seca se obtuvo mayor emision de CH4 entérico por animal (p<0.05) y también
por unidad de consumo digestible (p<0.05) (g CH4/Kg CMSd; g CH4/Kg CMOd) pero no se
encontré diferencias significativas por unidad de consumo (g CH4/Kg CMS; g CH4/Kg
CMO). Ello no esté de acuerdo con lo reportado por Jhonson y Jhonson (1995) y Molano y
Clark (2008) quienes reportaron que la emision de CHs4 es mayor cuando el animal
incrementa el CMS pero reduce la emision de CH4 por unidad de consumo. Sin embargo,
Blaxter y Clapperton (1965) mencionan que esta Idgica no suele cumplirse con dietas de baja
digestibilidad, por ello un incremento en el CMS no tendrad un efecto significativo en la
emision de CH4 cuando es expresado como proporcion del consumo. Generalmente, la
reduccion en la emision de CH4 por unidad de consumo se cumple cuando se suplementan
con concentrados, incrementando asi el nivel de carbohidratos solubles (Jiao et al. 2014).
Perry et al. (2016), empleando cdmaras respiratorias, también observaron que cuando se
cambiaba de un pasto de baja calidad a un pasto de mediana calidad, el CMS se

incrementaba, pero la emision de CHa por unidad de consumo no se reducia.

La mayor emision de CHa por animal y por unidad de consumo digerido (g CH4/Kg CMSd;
g CH4/Kg CMOQOd) podria deberse a que los animales en la estacion seca consumieron mayor
cantidad de FDN (6.3 vs 6.9 Kg en la estacion lluviosa y seca respectivamente). En el
presente estudio el mayor CMS y CMO en la estacion seca no significd una reduccion en la

emisién de CH4 por unidad de consumo, sino que la calidad del pastizal fue mas determinante
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que el mayor CMS en la estacién seca. Por lo tanto, podriamos afirmar que en pastizales de
baja calidad el factor CMS no es determinante para reducir la emision de CHa.

En el presente estudio el porcentaje de energia pérdida como CH4 (Ym) en estacion lluviosa
(7.4%) y seca (8%) no tuvieron diferencias significativas. De acuerdo con Jhonson y Jhonson
(1995) la pérdida de energia como CHa varia entre 2 a 12 por ciento de la EB. Sin embargo,
estos valores son superiores a los sugeridos por el IPCC (2006) (6.5%) para ganado lechero
en pastoreo. Kurihara et al. (1999) también encontraron que el factor de conversion de EB a
CHjs esté fuera de los recomendados por la IPCC (2006). Lassey (2008) report6 que para un
ganado al pastoreo con digestibilidades de 60-80% el valor de Ym deberia estar alrededor
del 8%. Blaxter y Clapperton (1965) reportaron que a un nivel de alimentacion para
mantenimiento la pérdida de energia como CH4 varia de 6.7 a 9.3 % de la EB ingerida con
dietas que van desde 50 a 90% de digestibilidad. Por otro lado, Ominski et al. (2006) no
encontraron diferencias en el porcentaje de energia perdida como CHs (Ym) entre dietas que
contenian entre 40 y 60% de FDN. Pero la pérdida puede llegar a ser hasta un 10.3% si las
dietas estan entre 10.3 a 50% de digestibilidad.

Los resultados de emision de CH4 entérico entre animales tuvieron variaciones entre 11 y
21% y entre un mismo animal variaciones entre 8 y 20% (Anexos 3 y 4). La técnica del
trazador de SFs es una técnica que posee variaciones elevadas comparadas con camaras
respiratorias (Grainger et al. 2007; McGinn et al. 2006). Boadi y Wittenberg (2002) también
encontraron variaciones de 26.9 and 27.1% en las mediciones diarias de CH4 con la técnica
del trazador de SFe. Segun Pinares-Patifio y Clark (2008) la alta variacion podria deberse a
la alta variacion que existe entre las tasas de permeacion de SFe. En este sentido Martin et
al. (2011) reportaron gque se puede conseguir menores variaciones en las emisiones de CH4
con tasas de permeacion mas pequerfias. Sin embargo, en el presente estudio obtuvimos tasas

de permeacion desde 3.4 mg hasta 6.5 mg SFe/dia.

A pesar de que en el estudio se emple6 vacunos en lactacion de primer parto la informacion
del presente estudio puede emplearse para efectos de actualizar el inventario de gases de
efecto invernadero (MINAM 2016), ya que, estd demostrado que en un rango de 1 a 6 afios
no existen diferencias en cuanto a la emision de CH4 por unidad de consumo (Ramirez-
Restrepo et al. 2015). No obstante, si es necesario estimar el CMS con bastante precision

debido a que es el principal factor a considerar para ajustar los factores de emision (Jonker
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et al. 2017). Ademaés, para casos de inventarios la alta variabilidad que provee la técnica del
trazador SFe en estudios controlados no es tan relevante porque la variacion entre animales

de una poblacién es ain mas grande (Ulyatt et al. 1999).
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V. CONCLUSIONES

La emisién de CHas entérico (g/vaca/dia) de vacas en lactacion en pastizales
altoandinos fue mayor (P<0.05) en la estacion seca (257 g) que en la estacion lluviosa
(213 g).

La emision de CHa entérico por unidad de consumo digerido (g/KgCMSd) de vacas
en lactacion en pastizales altoandinos fue superior (P<0.05) en la estacion seca (46

g) que en la estacién lluviosa (40 g).

La emisién de CH4 entérico por kilogramo leche corregida a energia (g/kg LCE) de
vacas en lactacion en la estacion lluviosa (69 g) fue inferior (P<0.05) a las vacas en

lactacion la estacion seca (131 g).

El factor de conversion de energia bruta a CH4 (Ym) en vacunos en lactacion en
pastizales altoandinos fue 7.4, en la estacién lluviosa y 8 %, en la estacion seca,
siendo ambos valores superiores a lo recomendado por el IPCC (6.5%) para este

sistema.



VI. RECOMENDACIONES

1. Desarrollar una ecuacién de regresion entre la digestibilidad y el nitrogeno fecal en
pastizales altoandinos para mejorar la precision en la prediccion de la digestibilidad

en sistemas altoandinos.

2. Medir la emisién de metano entérico en inicios de lluvia comparado con las

estaciones de lluvias y seca para contrastar mejor las emisiones de metano entérico.

3. Evaluar estrategias alimenticias de mitigacion de metano entérico en la estacion seca,
ya que, es la mas critica y donde hay oportunidad de reducir significativamente la

intensidad de emision.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: Caracteristicas de los animales experimentales durante la estacion lluviosa

Cadigo Nombre de  Fecha de Edad o Dias en Peso vivo
. C ~ N° Partos g S

experimental vaca Nacimiento  (afios) lactacion inicial (kg)
V1 Pancha  03/10/2014 2.5 1 40 455
V2 Teche 04/07/2014 2.8 1 71 355
V3 Romina  23/08/2014 2.6 1 29 396
V4 Gisela  06/02/2014 3.2 1 59 415
V5 Sofia 07/12/2014 2.3 1 80 366
V6 Nelly 29/05/2013 3.9 1 48 511
V7 Margaret 16/12/2013 3.3 1 91 497
V8 Rosa 03/04/2014 3.0 1 88 448
V9 Ely 04/02/2014 3.2 1 36 366
V10 Tania 12/10/2013 35 1 85 391
V11 Peque 18/11/2014 2.4 1 75 455
V12 Adela 04/02/2015 2.2 1 48 366

Anexo 2: Caracteristicas de los animales experimentales durante la estacidn seca

Cé_digo Nombre de Fec_:ha} de Edad (afios) N° Partos Dias en _Pgs_o vivo

experimental vaca Nacimiento lactacion inicial (kg)
Vi Pancha 03/10/2014 2.9 1 180 455
V2 Teche 04/07/2014 31 1 211 355
V3 Romina  23/08/2014 3.0 1 169 396
V4 Gisela 06/02/2014 3.6 1 199 415
V5 Sofia 07/12/2014 2.7 1 220 366
V6 Nelly 29/05/2013 4.2 1 188 511
V7 Margaret  16/12/2013 3.7 1 231 497
V8 Rosa 03/04/2014 3.4 1 228 448
V9 Ely 04/02/2014 3.6 1 176 366
V10 Tania 12/10/2013 3.9 1 225 391
V11 Peque 18/11/2014 2.8 1 215 455
V12 Adela 04/02/2015 2.6 1 188 366




Anexo 3: Emisiones de CH4 entérico (g/vaca/dia) de vacunos en lactacion en pastizales altoandinos en la estacion seca.

Dias (Agosto) _ Desy. o
Vaca 1 5 3 4 5 6 7 Promedio Estandar Variancia
1 2372 | 1973 | 1989 | 1708 | 1721 | 267.8 | 1935 | 205.4 35.2 172
2 212.9 | 187.7 | 263.0 | 176.8 | 208.8 | 2344 | 227.7 | 2159 29.1 135
3 328.0 | 365.3 | 360.2 | 327.2 | 293.7 | 341.6 | 349.0 | 337.9 243 72
4 2589 | 2552 | 262.7 | 1955 | 231.3 | 201.7 | 2647 | 2386 295 12.4
5 2465 | 2486 | 2774 | 267.9 | 2952 | 253.9 | 2386 | 261.2 20.0 77
6 288.6 | 2489 | 2295 | 1946 | 2625 | 2343 | 262.0 | 2458 30.0 122
7 2152 | 2764 | 227.9 | 226.7 | 2434 | 2614 | 2550 | 2437 218 9.0
8 3235 | 291.7 | 350.0 | 220.7 | 2215 | 2548 | 255.7 | 274.0 49.7 181
9 199.2 | 220.0 | 1945 | 2053 | 250.8 | 2439 | 256.2 | 2243 258 115
10 2839 | 257.6 | 173.4 | 196.8 | 1939 | 2449 | 2790 | 232.8 44.4 19.1
11 313.7 | 389.0 | 316.3 | 3742 | 372.8 | 398.9 | 391.0 | 365.1 35.5 9.7
12 2427 | 2327 | 2076 | 2348 | 2235 | 2138 | 2833 | 2341 24.9 106
Promedio | 262.5 | 264.2 | 255.1 | 232.6 | 2475 | 2626 | 271.3 | 2565
Desv. | 445 | 607 | 615 | 61.9 | 539 | 550 | 526
Estandar
Variancia| 17.0 | 230 | 241 | 266 | 218 | 210 | 194




Anexo 4: Emisiones de CH4 entérico (g/vaca/dia) de vacunos en lactacion en pastizales altoandinos en la estacion Iluviosa.

Dias (Abril) _ Desv. o
VACA 1 ) 3 4 5 6 . Promedio Estandar Variancia

1 225.7 178.0 243.9 227.1 173.8 220.9 188.8 208.3 27.59 13.24
2 161.1 233.4 172.2 170.8 120.7 156.9 193.2 172.6 34.62 20.06
3 230.5 222.2 245.2 258.1 182.2 258.4 251.1 235.4 27.13 11.53
4 175.0 209.1 224.7 220.8 202.7 211.9 196.5 205.8 16.70 8.12
5 229.4 234.3 222.1 206.7 193.1 259.5 212.2 222.5 21.53 9.68
6 181.2 265.1 248.3 219.0 211.3 255.4 177.7 222.6 35.17 15.80
7 203.5 197.2 217.2 205.0 210.5 281.4 240.3 222.1 29.60 13.33
8 240.8 219.3 248.1 207.6 251.8 188.7 225.6 226.0 22.92 10.14
9 144.3 163.5 203.8 210.2 207.4 192.5 185.7 186.8 24.63 13.19
10 253.5 261.2 238.9 243.9 213.7 209.3 220.8 234.5 20.17 8.60
11 249.0 250.0 279.4 227.7 202.0 230.6 266.2 243.6 25.87 10.62
12 188.5 185.2 183.1 180.4 185.2 177.2 166.4 180.9 7.33 4.05

Promedio | 206.9 218.2 227.2 214.8 196.2 220.2 210.4 213.4

Desy. 364 | 327 | 302 | 242 | 310 | 380 | 310
Estandar
Variancia 17.6 15.0 13.3 11.3 15.8 17.3 14.7




Anexo 5: Medio para la prueba de produccién de gas del laboratorio del Instituto de
Nutricién Animal de la Universidad Hohenheim.

Componentes Peso Molecular Concentracion Final  Cantidad
Buffer

Ammonium bicarbonate 79.1 0.05M 8.0¢g
Sodium bicarbonate 84.0 042 M 70.0¢
ddH>0 2000 ml
Volumen Total 2000 ml

Macrominerales

Sodium dihydrogen Phosphate 142.0 0.040 M 114¢g
Potassium dihydrogen Phosphate 136.1 0.046 M 124 ¢
Magnesium sulphate 7 x H.O 246.5 0.002 129
Volumen Total enrasar con dH,O 2000 ml

Microminerales

Calcium Chloride 2 x H,O 147.0 045M 6600 mg
Manganese Chloride 4 x H,O 197.9 0.25M 5000 mg
Cobalt Chloride 6 x H,O 237.9 0.02M 500 mg
Ferric trichloride 6 x H,O 270.3 0.15M 4000 mg
Volumen Total enrasar con dH,0O 2000 ml
Resaurzine

Resazurine 0.40% 400 mg
Total volume 100 ml

Solucion reductora

Sodium sulphite 625 mg
Sodium hydroxide 1M 4 mi
Volumen Total enrasar con dH,0 100 ml
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Anexo 6: Concentracion de TiO2 (gTiO2/gMO heces) de vacas en lactacion en pastizales

altoandinos en estacion lluviosa y seca.

Vaca Estacion
Lluviosa Seca
Vi 0.0081 0.0060
V2 0.0095 0.0090
V3 0.0066 0.0056
V4 0.0066 0.0048
V5 0.0067 0.0068
V6 0.0065 0.0046
V7 0.0071 0.0065
V8 0.0065 0.0046
V9 0.0087 0.0073
V10 0.0070 0.0063
Vil 0.0056 0.0047
V12 0.0091 0.0069

Anexo 7: Dosis de TiO; (g/vaca/dia) a vacas en lactacion en pastizales altoandinos en estacion
lluviosa y seca.

Vaca Estacion
Lluviosa Seca
V1 25.0 25.3
V2 25.0 25.0
V3 25.1 25.0
V4 25.1 25.0
V5 25.0 25.0
V6 24.6 25.0
V7 25.0 25.0
V8 25.2 25.0
V9 25.0 25.0
V10 24.9 25.0
Vi1 25.1 25.0
V12 25.0 25.0
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Anexo 8: Digestibilidad de la MO (%) de vacas en lactacion en pastizales altoandinos en estacion
lluviosa y seca.

Estacion

Vaca
Lluviosa Seca
Vi 61.51 59.93
V2 64.29 61.81
V3 61.22 61.37
V4 63.72 59.65
V5 63.08 60.68
V6 62.19 57.70
V7 62.48 59.28
V8 60.89 58.58
V9 61.67 61.17
V10 62.64 58.42
Vil 63.75 60.25
V12 63.11 59.12

Anexo 9: Consumo de materia organica (KgMO/vaca/dia) de vacas en lactacion en pastizales
altoandinos en estacion lluviosa y seca.

Vaca Estacion
Lluviosa Seca
V1 7.5 9.8
V2 7.0 6.8
V3 9.2 10.8
V4 9.9 12.2
V5 9.5 8.9
V6 9.4 12.0
V7 8.9 8.9
V8 9.3 12.3
V9 7.1 8.3
V10 9.0 9.0
V11 11.6 125
V12 7.0 8.4
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Anexo 10: Consumo de materia seca (KgMS/vaca/dia) de vacas en lactacion en pastizales
altoandinos en estacion lluviosa y seca.

Vaca Estacion
Lluviosa Seca
Vi 8.0 10.2
V2 7.3 7.1
V3 9.7 11.3
V4 10.5 12.7
V5 10.1 9.2
V6 9.9 12.5
V7 9.4 9.3
V8 9.9 12.8
V9 75 8.7
V10 9.5 9.4
V11 12.2 13.0
V12 7.4 8.7

Anexo 11: Consumo de materia seca expresado como porcentaje del PV (%PV) de vacas en
lactacion en pastizales altoandinos en estacion lluviosa y seca.

Vaca Estacion
Lluviosa Seca
V1 1.8 2.3
V2 2.1 1.7
V3 2.5 2.7
V4 2.5 2.3
V5 2.7 2.5
V6 1.9 2.1
V7 1.9 1.9
V8 2.2 2.5
V9 2.0 25
V10 2.4 2.3
V11 2.7 2.7
V12 2.0 2.5
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Anexo 12: Consumo de FDN (kg/vaca/dia) de vacas en lactacion en pastizales altoandinos en
estacion lluviosa y seca.

Vaca Estacion
Lluviosa Seca
Vi 5.4 6.8
V2 5.0 4.7
V3 6.6 7.4
V4 7.1 8.4
V5 6.8 6.1
V6 6.7 8.3
V7 6.4 6.1
V8 6.7 8.4
V9 5.0 5.7
V10 6.4 6.2
Vil 8.3 8.6
V12 5.0 5.8

Anexo 13: Consumo de Proteina Cruda (kg PC/vaca/dia) de vacas en lactacion en pastizales
altoandinos en estacion lluviosa y seca.

Vaca Estacion
Lluviosa Seca
Vi 0.9 0.7
V2 0.8 0.5
V3 1.1 0.8
V4 1.2 0.9
V5 1.1 0.7
V6 1.1 0.9
V7 1.0 0.7
V8 1.1 0.9
V9 0.8 0.6
V10 1.0 0.7
V11 1.3 0.9
V12 0.8 0.6
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Anexo 14: Produccion de leche (kg) de vacas en lactacion en pastizales altoandinos en estacién
lluviosa y seca.

Vaca Estacion
Lluviosa Seca
Vi 2.8 2.4
V2 3.1 1.5
V3 2.9 2.1
V4 3.1 1.7
V5 3.7 2.8
V6 2.7 1.7
V7 3.9 1.8
V8 3.3 1.9
V9 34 2.0
V10 34 2.9
V11 2.7 2.1
V12 2.7 15

Anexo 15: Jeringas de incubacién en bafio Maria (39°C)-Prueba de la produccién de

gases de la Universidad de Hohenheim.
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Anexo 16: Directrices del IPCC (2006) para el nivel 2.

a) El primer paso es calcular los requerimientos energéticos para mantenimiento
(ENm), actividad (EN,), prefiez (ENp), lactacion (EN)):

ENm (MJ/d) = [0.038+0.0048*(20-T°)]*PV°75

Donde T°: temperatura diaria media en °C; PV: peso vivo del animal en kilogramos.
ENa (MJ/d) = 0.17*ENn

ENp (MJ/d) = 0.10*EN,

EN; (MJ/d) = Cantidad de leche producida*(1.47 + 0.40*%Grasa en leche)

b) Luego se determina la relacion de energia disponible de la dieta y la energia

digerible consumida (R):
R = [1.123-(4.092*10*ED)+(1.126*105*ED?)-(25.4/ED)]
Donde ED es la energia digestible como porcentaje de la energia bruta.
c) Elsiguiente paso es calcular el consumo de energia bruta (EB) en MJ por dia:
EB (MJ/d) = [(ENm+ ENa+ ENp+ EN))/R]/ [ED/100]
d) Finalmente, para determinar el FE aplicamos la siguiente ecuacion:
FE = EB*(Ym/100)*365/55.65

Donde el Ym es el factor de conversion en metano, es decir, el porcentaje de la energia
bruta del alimento convertida en metano; y 55.65 es el contenido de energia del metano
(MJ/kg CHa).
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Anexo 17: Prueba de T pareada para el consumo de materia seca (CMS).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95% para
de la la

Media Desv.Est. media diferencia_p
-1.137 1.241 0.358  (-1.926, -0.348)
diferencia_p: media de (CMSrainy - CMSdry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia p=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valor p
-3.17  0.009

Anexo 18: Prueba de T pareada para el CMS como %PV.

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar
de la IC de 95% para
Media Desv.Est. media ladiferencia_p

-0.1121  0.3059  0.0883 (-0.3065, 0.0822)
diferencia_pt: media de (Yopvrainy - %pvdry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia u=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valorp
-1.27  0.230
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Anexo 19: Prueba de T pareada para el consumo de materia organica (CMO).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95% para
de la la

Media Desv.Est. media diferencia_p
-1.222 1.194 0.345  (-1.981, -0.464)
diferencia_p: media de (CMOrainy - CMOdry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia p=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p #0

Valor T Valorp
-3.55  0.005

Anexo 20: Prueba de T pareada para el consumo de proteina cruda (CPC).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar  IC de 95% para
de la la

Media Desv.Est. media diferencia_p
0.2654 0.1028 0.0297 (0.2001, 0.3307)
diferencia_p: media de (CPCrainy - CPCdry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia u=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valorp
8.94 0.000
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Anexo 21: Prueba de T pareada para el consumo de FDN (CFDN).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95% para
de la la

Media Desv.Est. media diferencia_p
-0.594  0.818 0.236  (-1.114,-0.074)
diferencia_p: media de (CFDNrainy - CFDNdry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia p=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p #0

Valor T Valorp
-251  0.029

Anexo 22: Prueba de T pareada para la digestibilidad.

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar de  IC de 95% para
Media Desv.Est. la media la diferencia_p

0.02716 0.01491  0.00431  (0.01768, 0.03663)

diferencia_p: media de (DIGMOrainy - DIGMOdry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia u=0
Hipotesis alterna H;: diferencia p #0

Valor T Valorp
6.31 0.000
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Anexo 23: Prueba de T pareada para la produccion de leche (kg).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar  IC de 95%
de la para la

Media Desv.Est. media  diferencia_p
1.204  0.638 0.213  (0.714, 1.695)
diferencia_p: media de (PXLECHE_rainy - PXLECHE _dry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia p=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p #0

Valor T Valorp
5.66 0.000

Anexo 24: Prueba de T pareada para la produccion de grasa (g/dia).

Estimacién de la diferencia pareada

Error
estandar  IC de 95%
de la para la

Media Desv.Est. media diferencia_p

-9.06 16.22 541  (-21.53, 3.40)
diferencia_pt: media de (PXgrasa_rainy - PXgrasa_dry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia u=0

Hipotesis alterna H;: diferencia p #0

Valor T Valorp
-1.68  0.132
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Anexo 25: Prueba de T pareada para el % de grasa (%).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95% para
de la la

Media Desv.Est. media diferencia_p
-0.522  0.480 0.160 (-0.891, -0.153)
diferencia_pt: media de (%grasa_rainy - %grasa_dry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia p=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p #0

Valor T Valorp
-3.26  0.011

Anexo 26: Prueba de T pareada para solidos totales (%).

Estimacién de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95%
de la para la

Media Desv.Est. media  diferencia_p

-0.164  0.695 0.232  (-0.699, 0.370)
diferencia_p: media de (ST _rainy - ST_dry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia =0

Hipotesis alterna H;: diferencia p #0

Valor T Valorp
-0.71  0.499
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Anexo 27: Prueba de T pareada para solidos no grasos (%).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95%
de la para la

Media Desv.Est. media  diferencia_p
0.358  0.807 0.269 (-0.262, 0.978)
diferencia_p: media de (SNG_rainy - SNG_dry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia pu=0
Hipotesis alterna  Hj: diferencia p# 0

Valor T Valorp
1.33 0.220

Anexo 28: Prueba de T pareada para LCE (kg).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar  I1C de 95%
de la para la

Media Desv.Est. media  diferencia_p
1.204  0.638 0.213 (0.714, 1.695)
diferencia_pt: media de (pxlecherainy - pxlechedry)

Prueba
Hipotesis nula  Hy: diferencia u=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valorp
5.66 0.000
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Anexo 29: Prueba de T pareada para emisiones de metano entérico (g/vaca/dia).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar  1C de 95%
de la para la
Media Desv.Est. media diferencia_p
-43.1 36.9 10.6 (-66.6, -19.7)

diferencia_p: media de (rainy - dry)

Prueba de T pareada

Hipotesis nula Ho: diferencia p=0
Hipotesis alterna  Hj: diferencia p #0

Valor T Valorp
-4.05  0.002

Anexo 30: Prueba de T pareada para emisiones de metano entérico por unidad de PV
(9/kgPV).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar
de la IC de 95% para
Media Desv.Est. media la diferencia_p

-0.0729  0.1001  0.0289 (-0.1365, -0.0093)
diferencia_pt: media de (CH4/kgPV _rainy - CH4/kgPV _dry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia u=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valorp
-252  0.028
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Anexo 31: Prueba de T pareada para emisiones de metano entérico por unidad de consumo
de MS consumida (g/kgMS).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar  IC de 95%
de la para la

Media Desv.Est. media diferencia_p

-1.80 4.35 126  (-4.56,0.97)
diferencia_pt: media de (gch4/kgmsrainy - gch4/kgmsdry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia p=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valorp
-1.43  0.180

Anexo 32: Prueba de T pareada para emisiones de metano entérico por unidad de consumo
de MO consumida (g/kgMO).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar  IC de 95%
de la para la

Media Desv.Est. media diferencia_p
-1.51 4.54 1.31  (-4.40, 1.37)
diferencia_p: media de (gch4/kgmorainy - gch4/kgmodry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia u=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valorp
-1.15  0.273
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Anexo 33: Prueba de T pareada para emisiones de metano entérico por unidad de consumo
de MS digestible (g/kgMSd).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95%
de la para la

Media Desv.Est. media  diferencia_p
-5.83 7.77 2.24  (-10.77,-0.89)
diferencia_pt: media de (gch4/kgmsrainy_dig - gch4/kgmsdry_dig)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia u=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valorp
-2.60  0.025

Anexo 34: Prueba de T pareada para emisiones de metano entérico por unidad de consumo
de MO digestible (g/kgMOd).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estdndar IC de 95% para
de la la

Media Desv.Est. media diferencia_p
14736  1.690 0.488 (13.662, 15.810)
diferencia_pt: media de (gch4/kgmorainy_dig - gch4/kgmorainy)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia u=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valorp
30.20  0.000
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Anexo 35: Prueba de T pareada para emisiones de metano entérico por unidad de FDN
(g/kg FDN).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar  IC de 95%
de la para la

Media Desv.Est. media diferencia_p

-3.60 6.57 190 (-7.77,0.57)
diferencia_pt: media de (gch4/kgFDNRAINY - gch4/kgFDNDRY)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia p=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valorp
-1.90  0.084

Anexo 36: Prueba de T pareada para emisiones de metano entérico por unidad de LCE
(9/kgLCE).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95% para
de la la

Media Desv.Est. media diferencia_p
-62.34  28.94 8.35  (-80.72, -43.95)
diferencia_p: media de (ch4/kglecherainy - ch4/kglechedry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia u=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valorp
-7.46  0.000
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Anexo 37: Prueba de T pareada para Ym (%).

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95%
de la para la

Media Desv.Est. media  diferencia_p

-0.647  1.396 0.403  (-1.535, 0.240)
diferencia_pt: media de (ymrainy - ymdry)

Prueba de T pareada
Hipotesis nula  Hy: diferencia u=0
Hipotesis alterna  H;: diferencia p # 0

Valor T Valorp
-1.61  0.137
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