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RESUMEN

La alfalfa en monocultivo es una planta con un alto contenido de proteina total que excede
el requerimiento proteico de las vacas lecheras. El trabajo tuvo como objetivo evaluar la
dindmica del nitrdgeno de alfalfa y alfalfa-dactilis en vacas lecheras, realizado en el
Centro Experimental Illpa de la Universidad Nacional del Altiplano (con alfalfa), y en la
Estacion Experimental Illpa del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (con alfalfa-
dactilis), entre los meses de nov-2023 y jun-2024 (8 meses). Las variables evaluadas
fueron el contenido y la produccién de nitrégeno total (NT) y proteina total (PT) segln
cultivar y estado fenoldgico (rebrote, crecimiento y corte), por analisis Kjeldahl y
produccion de materia seca; el nitrégeno ureico en la leche (MUN), por espectroscopia
infrarroja por trasformada de Fourier (FOSS 4000); y la excrecion de nitrégeno en la orina
(NU), mediante modelo de prediccion a partir de MUN. La investigacion estuvo en
enfoque cuantitativo, disefio experimental de doble via para NT y MUN, y t-Student para
NU. Todas las variables evaluadas fueron significativas (p < 0.05) entre alfalfa y alfalfa-
dactilis, con NT (3.87 + 0.50 vs 3.25 + 0.64%), equivalentes a PT (24.2 + 3.10 vs 20.3 +
4.00%), respectivamente; con una produccién de PT (0.99 +0.31 vs 0.77 + 0.32 t/ha), por
corte, y PT (4.95 + 1.57 vs 3.84 + 1.59 t/ha), por camparia de 5 cortes, respectivamente;
una concentracion de MUN (26.53 + 3.64 vs 22.37 £ 2.71 mg/dL), respectivamente; y
una excrecion de NU (363.9 £ 76.0 vs 318.5 + 50.6 g/dia), respectivamente. Se concluye
que la alfalfa produce mayor nivel de NT y PT que la alfalfa-dactilis, genera mayores

niveles de MUN, y una mayor excrecion de NU en vacas lecheras.

Palabras clave: Alfalfa dormante W350, Dactilis, Nitrogeno en la orina, Nitrogeno total,

Nitrogeno ureico en la leche.
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ABSTRACT

Alfalfa in monoculture is a plant with a high total protein content that exceeds the protein
requirement of dairy cows. The research objective was to evaluate the nitrogen dynamics
of alfalfa and alfalfa-dactylis in dairy cows, carried out at the Illpa Experimental Center
of the National University of Altiplano (with alfalfa), and at the Illpa Experimental
Station of the National Institute of Agrarian Innovation (with alfalfa-dactylis), between
the months of Nov-2023 and Jun-2024 (8 months). The variables evaluated were the
content and production of total nitrogen (TN) and total protein (TP) according to cultivar
and phenological state (regrowth, growth and cutting), by Kjeldahl analysis and dry
matter production; milk urea nitrogen (MUN), by Fourier transform infrared spectroscopy
(FOSS 4000); and urinary nitrogen excretion (UN), using a prediction model from MUN.
The research was in quantitative approach, two-way experimental design for TN and
MUN, and t-Student for UN. All the variables evaluated were significant (p < 0.05)
between alfalfa and alfalfa-dactylis, with TN (3.87 £ 0.50 vs 3.25 + 0.64%), equivalent
to TP (24.2 = 3.10 vs 20.3 £ 4.00%), respectively; with a production of TP (0.99 + 0.31
vs 0.77 = 0.32 t/ha), per cutting, and TP (4.95 £ 1.57 vs 3.84 £ 1.59 t/ha), per 5-cut
campaign, respectively; a MUN concentration (26.53 + 3.64 vs 22.37 £ 2.71 mg/dL),
respectively; and a UN excretion (363.9 + 76.0 vs 318.5 + 50.6 g/day), respectively. It is
concluded that alfalfa produces higher levels of TN and TP than alfalfa-dactylis, generates

higher levels of MUN, and a greater excretion of UN in dairy cows.

Keywords: Dactylis, Dormant alfalfa W350, Milk urea nitrogen, Total nitrogen, Urine

urea nitrogen.
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La alfalfa dormante W350, desde su introduccidn, se ha convertido en el pasto
forrajero més extendido en el Altiplano de Perd. Actualmente, su cultivo esta siendo
impulsado por los gobiernos local, regional y nacional (Aruquipa, 2022), asi como por
los organismos de desarrollo y la iniciativa privada, como pasto o forraje para la
alimentacion del ganado, principalmente vacas lecheras, pero en monocultivo. La planta
crece muy bien en las condiciones del Altiplano, con una altura de 38.7 cm, una cobertura
de 91.7% (Argote et al., 2004), y una produccién forrajera anual de hasta 120 t MV/ha,

en cuatro cortes por campafa (Torres, 2021).

La planta tiene un alto contenido (24%) de proteina total (Caritas, 2015), que
supera en 1.6 veces el requerimiento proteico (15%) de la vaca lechera de mediana
produccion de leche (Sinclair et al., 2014); sin embargo, la proteina disponible en la
alfalfa es una proteina de alta solubilidad, con 80% de proteina degradable en rumen
(RDP), con un uso ineficiente del N por parte de los microorganismos alli presentes y una
pérdida del exceso de amoniaco (NHs3) a través de la absorcion, la conversion en urea y
la eventual excrecion como N ureico en la orina, contaminando el medio ambiente

(Getachew et al., 2006).

Las vacas lecheras son malas convertidoras del N de la alfalfa en N de la leche,
con una eficiencia de conversion que rara vez supera el 30% (Nadeau et al., 2007), por lo
que el 70% del N ingerido en la dieta se convierte en amoniaco (NHs), luego en nitrégeno
ureico en sangre (BUN) y en leche (MUN), con efectos adversos en la reproduccion y el
medio ambiente (Luo etal., 2010), por lo que es necesario desarrollar un manejo adecuado

de la nutricion proteica a fin de lograr un desempefio reproductivo 6ptimo de las vacas y

15
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reducir la excrecién de N al medio ambiente (Sinclair et al., 2014), mediante el
sincronismo de las proteinas y los carbohidratos fermentables a fin de optimizar la

fermentacion ruminal y minimizar la excrecion urinaria (Castillo et al., 2001).

La evaluacion de 797 establos y 6206 vacas lecheras alimentadas con alfalfa y
algunos complementos de rastrojos de maiz y concentrado, realizada en la irrigacién
Majes de Arequipa, reportd una fertilidad global de 38.9% por establo, con 435.0 dias de
intervalo parto-parto, 141.4 dias de intervalo parto-primer servicio y 2.14 servicios por
concepcién (Benavente, 2014), evidenciando el problema que constituye el exceso de
nitrégeno en vacas alimentadas con alfalfa en monocultivo, con un evidente déficit de
energia y la falta de sincronia entre ambos nutrientes (Zhang et al., 2020), lo que podria
manifestarse también en la naciente cuenca lechera del Altiplano, si no se toman las

medidas oportunas de prevencion y correccion (Rivera & Vargas, 2016).

La energia es el primer factor limitante en la alimentacion de vacas lecheras en
pasturas de alta calidad, tales como la alfalfa en monocultivo (Bargo et al., 2002), donde
a diferencia de las vacas alimentadas con TMR, las vacas al pastoreo sin una debida
suplementacién, consumen menos materia seca y energia neta de lactacion, con una
menor produccion de leche (Kolver & Muller, 1998), siendo necesario la incorporacion
de fuentes de energia adicional en la dieta, tales como granos, henos de gramineas,
concentrados, o pastos asociados de graminea y leguminosa para incrementar la
produccion y reproduccion, y disminuir la contaminacion (Popp et al., 2000;

Papadopoulos et al., 2001; Golding et al., 2011).

Los indicadores méas importantes de la nutricion proteica de la vaca lechera son el
nitrégeno ureico en sangre (BUN) y el nitrégeno ureico en leche (MUN), ambas formas

de N estan estrechamente relacionadas (Sosa et al., 2010); sin embargo, la evaluacion de

16
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BUN es un procedimiento invasivo que requiere sangre obtenida por puncién venosa
(Lane & Campbell, 1966), con efectos adversos en los animales, puesto que incrementa
la ansiedad después de la puncién y reduce su actividad (Harikrishnan et al., 2018), por
lo que MUN se ha convertido en la herramienta mas importante en el monitoreo de la

nutricién proteica de las vacas lecheras (Ranaweera et al., 2019).

La alfalfa dormante W350, a pesar de su amplia difusién en los sistemas de
produccion animal del Altiplano de Peru, no ha sido estudiada como planta ni como
forraje, por lo que se dispone de informacion limitada sobre su dinamica de crecimiento
y nitrogeno en la vaca lechera. Su alto contenido en nitrégeno y déficit en energia sugiere
que tiene los mismos efectos que las dietas con exceso de proteina total, lo que podria
manifestarse con efectos negativos en la naciente cuenca lechera del Altiplano (Rivera &

Vargas, 2016), si no se toman las medidas oportunas de prevencion y correccion.

La disminucion de BUN y/o MUN podria ayudar en la eficiencia de la
reproduccion y el cuidado del medio ambiente (Jahnel et al., 2023), mientras que su
exceso podria manifestarse con un incremento en la produccién de leche, pero un
decremento de la reproduccion asociado con la contaminacion (Grings et al., 1991). El
trabajo tuvo como propdsito evaluar la dinamica del N de la alfalfa y alfalfa-dactilis en
vacas lecheras, con 8 meses de seguimiento, desde el primer rebrote posdormancia, hasta

el ultimo ciclo predormancia.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Evaluar la dinamica del nitrogeno de la alfalfa dormante W350 en

monocultivo y cultivo asociado en vacas lecheras.
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1.1.2. Objetivos especificos

Determinar el contenido de nitrégeno total de la alfalfa y alfalfa-dactilis,

segun estado fenoldgico (rebrote, crecimiento y corte).

Determinar el nitrégeno ureico en la leche (MUN) de vacas lecheras

alimentadas con cultivares de alfalfa y alfalfa-dactilis.

Estimar la excrecion de nitrogeno en la orina de vacas lecheras alimentadas

con cultivares de alfalfa y alfalfa-dactilis.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. ALFALFA
2.1.1. Especie y subespecies

La alfalfa es una especie perenne del género Medicago, cuyo origen se le
atribuye a Irdn-Asia Menor. El nombre comtn “alfalfa” proviene de la raiz arabe,
al-fisfisa; fue acufiado por el escritor agricola medieval Ibn al-'Awwam para
describir a aquella planta que sirve como el mejor forraje para caballos (o fuerza
del caballo), que fue muy importante en Babilonia, Persia, Cachemira, Grecia y
Roma, para la alimentacion de los caballos de combate (Sun et al., 2019). La
especie principal es Medicago sativa L. subsp. sativa, la alfalfa de flor purpura o
azul, pero también puede describir a la Medicago sativa L. subsp. falcata, la alfalfa

de flor amarilla (Mendis et al., 1991).
2.1.2. Cultivo de alfalfa

La alfalfa (Medicago sativa L.) es uno de los cultivos forrajeros mas
importantes del mundo debido a su alto rendimiento, resistencia a la sequia,
adaptacion a diversas condiciones climaticas y de suelo, y alta calidad nutritiva,
por lo que es considerada como la “reina” de las forrajeras (Shi et al., 2017), con
caracteristicas superiores, tales como resistencia al frio, tolerancia a la sal, amplia
adaptabilidad, alto rendimiento, buena calidad del forraje, resistencia al corte
frecuente, resiliencia, buena persistencia, estabilidad, mejoramiento del suelo y

beneficio econdmico (Picasso et al., 2019).

El mundo cultiva unos 30 millones de hectareas de alfalfa, con una
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produccion de 450 millones de toneladas, siendo América del Norte y del Sur,
Europa y Asia, los principales productores, con una produccién total del 41, 23,
25y 8%, respectivamente (Latif et al., 2023), donde el desierto de Arizona (1200
m) es el area de la mayor produccién de alfalfa en el mundo, con 9-12 cortes por

afio y una produccion anual de 21 t MS/ha (Knowles & Winans, 1997).

2.1.3. Estados fenoldgicos de la alfalfa

La alfalfa tiene cuatro estados: vegetativo, prefloracion (boton floral),
floracién y semilla (Juan et al., 1995), o cuatro fases fenoldgicas: emergencia,
botdn floral, floracion y maduracion (Yzarra & Ldpez, 2011), y varios ciclos de
crecimiento anual. La alfalfa, una vez establecida, forma una corona resistente en
la parte superior de la raiz donde almacena sus reservas de energia y aloja los
brotes basales para el nuevo crecimiento después de cada corte o pastoreo, crece
hasta alcanzar 15 a 20 centimetros, agotando sus reservas, pero luego inicia con

una nueva recarga de reservas.

La alfalfa es una planta perenne que se puede cortar 0 pastorear varias
veces al afio, dependiendo de su grado de dormancia. EI momento mas adecuado
de corte o pastoreo estd dado por dos indicadores especificos precisos del
crecimiento de la planta: la aparicion de los brotes basales y la aparicion de los
botones florales. El primer corte debe hacerse en la etapa de brote, y los cortes
posteriores justo cuando el campo comienza a florecer, o una décima parte de la
floracion porque los carbohidratos estan en su punto mas alto (Rebuffo, 2005). El
momento de corte es muy importante ya que existe una compensacion entre la
cantidad y la calidad. El corte temprano tiene mayor valor nutricional pero menor

biomasa y menor reserva de energia que puede afectar el rebrote y la longevidad
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de la planta, mientras que el corte tardio tiene mayor biomasa pero menor valor
nutricional (Lorenzo et al., 2020). La alfalfa es una planta con buena resiliencia,
gracias a sus dos atributos: la resistencia y la recuperacion (Oliver et al., 2015); es
decir, buena capacidad para soportar una perturbacion de corto plazo, sequia, corte

0 pastoreo, luego recuperarse (Picasso et al., 2019).
2.1.4. Produccion forrajera de la alfalfa

La alfalfa es una planta de fotosintesis Cs de ciclo primavero-estivo-otofial
que, ademas del suelo y manejo, depende del fotoperiodo, la temperaturay el agua
para un activo crecimiento; es decir, retarda su crecimiento cuando los dias se
acortan. A partir del 21 de diciembre crece menos hasta llegar a la época de frio
de otofio-invierno (primeras heladas), que entra en reposo de invierno si tiene la
caracteristica genética para la dormancia, hasta que las condiciones de oferta

ambiental sean las adecuadas (Gallego, 2015).

La planta es una fuente de proteina extremadamente productiva, con un
rendimiento de proteina que supera al de los cultivos C4 (maiz, sorgo) y los
cultivos Cs (soja, trigo, arroz) (Platt & Bassham, 1978), siendo una de las
leguminosas forrajeras de alto rendimiento y més nutritiva (Tang et al., 2022),
pero con una baja eficiencia en el uso del agua que varia de 0,06 a 3,30 kg/m?
(Djaman et al., 2020), con perspectiva de convertirse para el afio 2050 en una de
las fuentes de proteina para la alimentacion humana, gracias a su proteina de alta

calidad (Hadidi et al., 2023).
2.1.5. Dormancia de la alfalfa

La dormancia (o latencia) es la capacidad de la alfalfa de pasar la estacion

de invierno en reposo, sin actividad ni crecimiento visible, hasta que las
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condiciones climaticas sean las 6ptimas (Soppe & Bentsink, 2016). La dormancia
se clasifica en una escala del 1 al 11, segln la capacidad de la planta para
sobrevivir durante el invierno y rebrotar, siendo 1 la mas dormante y 11 la menos
dormante (Undersander, 2016). Los indice de dormancia se agrupan en: muy
dormante (1-2), dormante (3-4), moderadamente dormante (5), semi-dormante (6-
7), no dormante (8-9), y muy activo (10-11). La alfalfa pasa el otofio almacenando
carbohidratos y proteinas en la raiz principal y cambiando su estructura y
fisiologia siendo la que méas pueden sobrevivir a las bajas temperaturas donde las
dormancias de 1 y 2 son muy resistentes al invierno y las dormancias de 10 y 11

no tienen la capacidad de sobrevivir al clima frio (Djaman et al., 2020).

2.1.6. Alfalfa dormante W350

La alfalfa dormante W350 es una de las especies leguminosas forrajeras
perennes de porte erecto mas importantes, nutritivas y de alto rendimiento que se
cultiva en el Pert, muy preferido por el ganado en comparacion con las gramineas,
siendo una planta de alta calidad forrajera, con alto contenido de proteina y calcio
de uso en la alimentacion de vacunos, ovinos, cuyes y conejos, muy apreciada,
tanto por la cantidad obtenida de forraje por superficie cultivada, como por su
valor nutritivo. ElI Ministerio de Agricultura y Riego indica que en el Per( se
siembra unas 172 mil hectareas (ha), con 55,4 mil ha en las zonas altas de Puno,

37,3 mil haen Arequipay 11,1 mil ha en Tacna (Ministerio del Ambiente, 2019).

Caritas del Per( codifico la alfalfa W350 con dormancia 3.8, introducida
en el Altiplano como alternativa clave para el desarrollo ganadero sostenible; muy
resistente a la sequia y la helada, permanece en dormancia por 4 meses (0 mas) en

condiciones desfavorables (junio-octubre), luego brota cuando las condiciones
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2.2.

son favorables. La planta, una vez instalada en el terreno y con un manejo
adecuado, puede permanecer de 15 a 20 afos, con rendimientos de 100 t MV/ha
afio en secano y 140 t MV/ha afio con riego, 25 a 30 t MV/ha por corte, hasta 5
cortes por afo con agua de lluvia, y 8 cortes con riego, sin expresar su dormancia;

muy nutritiva, con un 24% de proteina total (Caritas, 2015).

La alfalfa dormante W350 sobrevive en dormancia en las condiciones
climaticas adversas de la época seca (mayo-octubre), luego comienza a crecer
nuevamente durante la temporada de lluvias (noviembre-abril), siendo una ayuda
para los productores lecheros del Altiplano de Perd, brinda la seguridad
alimentaria y aumenta los ingresos de las familias, donde la ganaderia es la
principal actividad econémica de la region, siendo Puno el quinto productor de
leche en el Peru, donde la lecheria se ha desarrollado a un ritmo acelerado durante
la Gltima década, con una produccion promedio de 8.0, 9.9 y 10.2 L/vaca, a un
costo de 0,27, 0,24 y 0,23 €/L para el pequefio, mediano y gran productor,

respectivamente (Rivera et al., 2017).

PROTEINA EN LA ALFALFA

2.2.1. Proteina total de la alfalfa

La proteinay la fibra son dos caracteristicas vitales de calidad de la alfalfa,
donde la proteina representa el valor nutricional y la fibra la palatabilidad (Hu et
al., 2021). La alfalfa es una planta de alto rendimiento y altamente nutritiva para
los animales rumiantes, debido a su alto contenido de proteina total que puede
variar segin la madurez, el momento de corte, la fertilidad del suelo y la
disponibilidad de agua, donde los tallos pueden contener hasta 15.1% y las hojas

hasta 35.8% (Cupic et al., 2001).
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2.2.2. Proteina degradable en rumen

El 80% de la proteina total de la alfalfa es proteina soluble, es decir,
proteina degradable en rumen (RDP), la misma que se descompone muy rapido
en amoniaco, desperdiciandose sin ser utilizado por los microorganismos del
rumen. El exceso de amoniaco se absorbe en el rumen, luego se convierte en urea
en el higado y se excreta por los rifiones a través de la orina (Getachew et al.,

2006).

La RDP es el substrato disponible para los microbios del rumen que esta
conformada por proteinas de alta solubilidad y compuestos nitrogenados no
proteicos de uso como fuente de nitrogeno para el crecimiento microbiano y la
sintesis de proteina microbiana (Hanigan et al., 2021). La RDP que excede la
cantidad requerida por los microorganismos ruminales es degradada a nitrégeno
amoniacal (N-NHzs), se absorbe en el rumen, pasa al higado donde se metaboliza

a ureay se excreta en la orina (Bach et al., 2005).

2.2.3. Eficiencia de conversion del nitrégeno en la vaca lechera

La vaca lechera es mala convertidora del nitrégeno de la dieta en leche,
puesto que utiliza solo 5-30% del nitroégeno ingerido, excretando el 70-95% a
través de heces y orina (Luo et al., 2010). El nitrdgeno excretado en heces y orina
sirve como fuente de nitrégeno para las plantas; sin embargo, el exceso se pierde
por lixiviacién como nitratos o volatilizacion como 6xido nitroso (Selbie et al.,
2015). La excrecion de nitrégeno en la orina aumenta en relacion directa con el
consumo de nitrogeno en la dieta, mientras que la excrecion en las heces se

mantiene relativamente constante (Dijkstra et al., 2013).
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La mejor forma de maximizar la eficiencia de la alimentacion es
maximizando al mismo tiempo la eficiencia de uso del nitrégeno y la energia
(Phuong et al., 2013); es decir, sincronizando la tasa de suministro y liberacion de
energia y nitrogeno en el rumen para maximizar la fermentacion microbiana
ruminal y la captura de RDP (Kolver et al., 1998). La disminucion de la cantidad
de proteina total en la dieta a unos 150 g/kg de MS con relacion a los 200 g/kg
MS, puede ser una estrategia para reducir en 21% la excrecion de nitrogeno en las

heces y en 66% en la orina (Castillo et al., 2000).

2.2.4. Génesis de la urea en la vaca lechera

El amoniaco (NHs) es un gas tdxico, neurotoxico para el animal, puesto
que inhibe el ciclo de Krebs y disminuye la produccion de energia (Haliburton &
Morgan, 1989), por lo que la sintesis de urea o ureagénesis es el principal
mecanismo protector de la intoxicacion por NHs en los mamiferos y en especial
en los rumiantes. El proceso ocurre en el higado, intestinos y rifiones (Wu, 1995).
El NHs ingresa a la circulacion sanguinea desde el rumen y los tejidos, llega al
higado donde se combina con el dioxido de carbono (CO2), convirtiéndose en urea
que es un compuesto neutro menos toxico (Obitsu & Taniguchi, 2009). La urea
difunde en la sangre, leche, saliva y rifiones, se equilibra rapidamente en los

liquidos corporales, excretandose en orina, heces y sudor (Marshall et al., 2022).

2.3. DACTILIS

Las gramineas son generalmente el grupo funcional con el mayor impacto en el
rendimiento y la calidad del forraje, siendo Lolium, Festuca, Dactylis y Phleum los

géneros mas importantes en las regiones templadas.
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El dactilis (Dactylis glomerata L.) pertenece al grupo de especies tolerantes a la
sequia, con una menor calidad de forraje que el raigrés perenne (Lolium perenne), pero
con altos rendimientos incluso en los meses de verano y es mas tolerante al estrés abiotico.
El dactilis, desde su origen en Eurasia y el norte de Africa, fue introducido en todo el
mundo por colonos europeos en los siglos XIX y XX, habiéndose extendido en todo el
mundo, incluido las poblaciones diploides, tetraploides y algunas hexaploides que
ocurren naturalmente, siendo una especie con buena tolerancia a la sequia (Gaier et al.,
2024); tiene un contenido de 10.4% de proteina total y una digestibilidad de la materia

seca de 60.5% (Naydenova & Vasileva, 2016).
2.4.  ASOCIACION ALFALFA-DACTILIS

La asociacion forrajera de alfalfa con raigrés italiano o inglés no es recomendable
debido a la gran agresividad de estos en la fase de establecimiento, mientras que la mezcla
con dactilis se establece adecuadamente (Pifieiro, 1986). La condicién de luz tiene efecto

sobre la produccion forrajera de la asociacion alfalfa-dactilis.

La produccidn forrajera de materia seca del cultivar bajo sombra arborea (Salix
alba L.y Schinus molle L.) y la exposicion directa al sol durante la estacion de primavera,
fue diferente, con 5886 y 7145 kg/ha, respectivamente; sin embargo, el dactilis bajo sobra
desarroll6 19.6% mayor cantidad de hojas y una mayor relacion hoja:tallo. Las
asociaciones superan el rendimiento de los pastos en monocultivo, existiendo diferencias

también en la distribucion estacional de la produccion de forraje (Rios et al., 2023).
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2.5.

NITROGENO UREICO

2.5.1. Nitrdégeno ureico en la sangre

El nitrégeno ureico en la sangre (BUN) es uno de los indicadores mas
importantes para evaluar la nutricion proteica de la vaca. Un BUN alto refleja
exceso de proteina en la dieta. EI BUN difunde rapidamente en los liquidos
corporales, la glandula mamaria y la leche, secretandose como nitrégeno ureico
en la leche (MUN), siendo muy similares los niveles de BUN y MUN en la vaca,
por lo que una vaca con alto BUN puede tener alto MUN (Gustafsson &
Palmquist, 1993). EI BUN también se usa para evaluar la funcion renal. Los
riflones sanos filtran la urea, eliminandola a través de la orina. Las concentraciones

elevadas de BUN pueden deberse a la dificultad de los rifiones para la filtracion.

2.5.2. Nitrégeno ureico en la leche

El dosaje de BUN es un procedimiento invasivo que requiere la obtencién
de muestras de sangre por puncion de la vena yugular o coxigea (Lane &
Campbell, 1966), la misma que dificulta la investigacion, por lo que el nitrégeno
ureico en la leche (MUN) se ha convertido en la herramienta util no invasiva para

monitorear la nutricion proteica de las vacas lecheras (Hof et al., 1997) .

El MUN refleja la cantidad de urea que se encuentra en la leche, la misma
que esta estrechamente relacionada con la concentracion de BUN, por lo que BUN

y MUN estan estrechamente relacionados (Gustafsson & Palmquist, 1993).
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Los analisis de MUN se pueden usar como sefial o “bandera roja” para
detectar posibles problemas en el programa de nutricién de la vaca lechera, donde
los valores bajos de MUN reflejan deficiencia de proteina total en la dieta,
mientras que los valores altos indican un exceso de proteina, o un deficit de

carbohidratos degradables en rumen (Drudik et al., 2007).

El MUN varia entre y dentro de las razas de ganado lechero, con una media
general de 14,0 mg/dL (14,4, 13,2 y 13,9 mg/dL para las vacas Holstein Friesian
(HF), Jersey (J) y el cruce HF x J (XBd), respectivamente) (Beatson et al., 2019).
Asi mismo, la ingesta de agua, la produccién de orina, el nivel de proteina en la
dieta, el peso corporal, el tiempo y la frecuencia de la alimentacion y el ordefio

afectan el MUN vy su relacién con el UUN (Spek et al., 2013a).

En forma similar, el MUN varia segun las sesiones de ordefio. Las vacas
con ordefio 3X tienen niveles mas bajos en el ordefio de la mafiana, y similares
entre el ordefio de la tarde y la noche. Por el contrario, las vacas con ordefio 2X,
tienen niveles més altos de MUN en el ordefio de la mafiana, mientras que en las
muestras proporcionales y compuestas, las concentraciones de urea fueron

similares, independientemente del nimero diario de ordefios (Bondan et al., 2019).

2.5.3. Rangos normales de MUN

Los niveles normales de MUN son de 12 a 16 mg/dL, donde los valores
menores de 12 mg/dL indican deficiencia de proteina en la dieta, mientras que los
valores mayores de 16 mg/dL indican exceso de proteina. Los valores de MUN
superiores a 19 o 20 mg/dL estan asociados con el deterioro del rendimiento

reproductivo (Hammond, 1998).

28

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamen

e esta tesls



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

La literatura reporta una variedad de rangos de MUN, tales como 10-14
mg/dL o 12-16 mg/dL, que puede causar confusion en la interpretacion. Algunos
indican que el rango 12-16 mg/dL es normal, para otros es erréneo, siendo 8-12
mg/dL el recomendado, el mismo que esta asociado con 16% de proteina en la

racion (Kohn et al., 2002).

Hay un cambio de 2 mg/dL por el cambio de cada unidad porcentual de
proteina total, cuando las raciones contienen de 15 a 18,5% de proteina total. Los
hatos con un MUN superior a 12-14 mg/dL tienen mayor excrecion de N en la

orina (Hof et al., 1997).

La concentracion de MUN depende de varios factores, tales como el peso
corporal, la ingesta de agua, la produccion de orina, el nivel de proteinas en la
dieta y el tiempo, asi como la frecuencia de la alimentacion y el ordefio (Spek et

al., 2013a).

El rango objetivo de MUN para vacas Holstein es de 12 a 16 mg/dL; sin
embargo, este rango fue generado con calculos hechos con el software de los
laboratorios DHIA, que al parecer tuvo error en los calculos, por lo que el rango
actual, con la correccion del error, seria de 8 a 12 mg/dL para la mayoria de los

hatos lecheros (Kohn et al., 2002).

2.5.4. Prediccion de nitrégeno urinario (UN) a partir de MUN

La orina y las heces son las vias principales de excrecion de N en los
rumiantes. La cantidad de urea excretada en la orina esta en relacion lineal con los
niveles de MUN; por tanto, MUN puede ser Util para monitorear la excrecion de

N en las vacas lecheras (Jonker et al., 1998).
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El nitrogeno de la orina (UN) y el nitrégeno ureico de la orina (UUN) son
dificiles de medir, mientras que MUN se puede medir con relativa facilidad. Los
estudios indican que UN y UUN de vacas lecheras se pueden estimar a partir de

MUN (Spek et al., 2013).

Tabla 1l

Modelos de prediccién de nitrogeno urinario en vacas lecheras

Modelo de prediccion Fuente
NU, g/dia = 12.54 x MUN (mg/dL) (Jonker et al., 1998)
NU, g/dia =0.0259 x MUN (mg/dL) x BW (kg) (Kauffman & St-Pierre, 2001)
NU, g/dia =0.0283 x MUN (mg/dL) x BW (kg) (Wattiaux & Karg, 2004)
NU, g/dia = 14.4 x MUN (mg/dL) — 23.1 (Burgos et al., 2007)
NU, g/dia = 16.23 x MUN (mg/dL) — 34.2 (Powell et al., 2011)
NU, g/dia = 148.8 + 8.79 x MUN (mg/dL) + 11.97 x CP + 1.58 x DMI  (Spek et al., 2013a)
NU, g/dia=0.25 NI + 4.1 MUN - 8.2 (Bougouin et al., 2022)

La prediccion de UN o UUN a nivel de finca se puede mejorar
sustancialmente utilizando MUN y PT, que con MUN o PT solos, pudiendo
ayudar en el monitoreo y en la adopcion de medidas para la reduccion de las

pérdidas ambientales de N (Spek et al., 2013).

Varios modelos podrian ser de utilidad para estimar la excrecion de UN o
UUN, dependiendo de la disponibilidad de datos. El siguiente modelo podria ser
de utilidad para estimar la excrecion de UN si se tiene datos de peso vivo (BW) y

MUN (Kohn et al., 2002):

NU, g/dia = 0.0259 x BW (kg) x MUN (mg/dL)

Un metaanalisis realizado a nivel mundial indica que la excrecion de

nitrégeno urinario por vaca (NU, g/d) se puede calcular a partir de nitrégeno

30

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



[

UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ingerido (NI, g/d) y la concentracion de nitrdgeno ureico en la leche (MUN,

mg/dL), mediante la siguiente ecuacion (Bougouin et al., 2022):

NU, g/d=0.25 NI +4.1 MUN - 8.2

2.5.5. BUNy MUN en la reproduccion

El alto consumo de proteina en la dieta estimula la produccion de leche,
pero aumenta también las concentraciones de BUN y MUN, con pérdida de N por
el animal (Grings et al., 1991), altera la composicién del fluido uterino, disminuye
el pH uterino, disminuye el colesterol plasméatico (Moharrery, 2004), disminuye
la progesterona plasmatica (Jordan & Swanson, 1979) y disminuye la tasa de

concepcion (Rhoads et al., 2004).

Las concentraciones de BUN que exceden los 20 mg/dL se asocian con

reducidas tasas de concepcidn en vacas lactantes (Ferguson et al., 1993).

2.5.6. Toxicidad amoniacal

Las leguminosas contienen altos niveles de proteina total (> 18% MS),
siendo esta altamente degradable en rumen (70-80% de la proteina total). Los
microbios del rumen tienen una baja eficiencia de uso del nitrégeno si no tienen
disponibilidad de carbohidratos altamente fermentables para la “captura” del

amoniaco en el rumen.

El exceso de amoniaco se absorbe en el rumen, ingresa a la circulacién
sanguinea, llega al higado y se convierte en urea. El higado es capaz de remover
70-95% del NHs portal a un alto costo energético (4 ATP = 29.2 kcal/mol de urea
elaborada); sin embargo, la absorcion de una alta cantidad de NHs excede la

capacidad de detoxificacion del higado, causando una sobrecarga en el ciclo de la
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urea, conocida como toxicidad amoniacal, que demanda una gran cantidad de a-
cetoglutarato y oxalacetato para producir glutamato y aspartato, a costa de la

produccion de leche (Noro & Wittwer, 2012).

2.6. ENERGIANUTRIENTE LIMITANTE EN VACAS LECHERAS

La energia es el primer nutriente limitante para vacas lecheras, sobre todo para las
de alta produccidn al pastoreo en pasturas de alta calidad como Unico alimento (Bargo et

al., 2002).

A diferencia de las vacas alimentadas con TMR, las vacas en inicio de lactacion y
en pastoreo en pastos de alta calidad sin suplementacion tienen menor consumo de
materia seca (19,0 vs 23,4 kg/d), energia neta de lactacion ( 32.4 vs 40.2 Mcal/d) y menor
produccion de leche (29,6 vs 44,1 kg/d), a pesar de un similar consumo de PT y FDN,
siendo evidente la necesidad de energia adicional para alcanzar su potencial genético para

la produccion de leche (Kolver & Muller, 1998).

El sincronismo entre la tasa de degradacion ruminal de N de los pastos frescos y
la tasa de degradacion de los carbohidratos suplementarios aumentaria la cantidad de N

retenido para el crecimiento y la produccion de leche (Kolver et al., 1998).

2.7.  NITROGENO Y CONTAMINACION AMBIENTAL

La descomposicion del estiércol y la orina emite N al medio ambiente en forma
de amoniaco y 6xido nitroso que volatilizan al atmdsfera, o nitrato que lixivia al agua
superficial o subterranea (Aguirre-Villegas & Larson, 2017), por lo que la reduccién de
la excrecién de nitrégeno (N) en las operaciones lecheras se ha convertido en un area

importante de interés a fin de reducir su efecto ambiental (Wattiaux et al., 2019).
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2.7.1. Amoniaco

El amoniaco (NHs3) es el principal gas que desprende la descomposicion
de las excretas animales, en una relacion directa con la evaporacion del agua,
siendo el estiércol liquido el que evapora 4 veces mas NHs que el estiércol solido.
El NHs contamina el aire y dafia la salud del ganado en los establos, incluso a
bajas concentraciones (10 mg m™3), con efecto irritante sobre las membranas
mucosas del tracto respiratorio y los ojos, por lo que se debe reducir si la

concentracion supera 20 mg m— (Bleizgys & Naujokien¢, 2023).
2.7.2. Oxido nitroso

El 6xido nitroso (N20) resulta de la transformacién del N de las excretas
animales que se depositan en el suelo; es un gas contaminante del aire de gran
preocupacion ambiental, por su contribucién al calentamiento global (Lopez-

Aizpun et al., 2020).

Figural
Emisiones de 6xido nitroso (N20) en sistemas de pastoreo, como parte del Ciclo
del N. Las lineas discontinuas indican rutas de pérdidas indirectas de N2O de

los sistemas de pastoreo (de Klein et al., 2009)
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La concentracion de N20 en la atmosfera es de 334.5 ppb (Japan
Meteorological Agency, 2023); sin embargo, esa pequefia concentracion ejerce un
poderoso potencial radiativo de 300 en un horizonte de 100 afios, con una vida
media de ~120 afios y una gran contribucion al calentamiento global, ademas de

contribuir al agotamiento del Os de la estratdsfera (Griffis et al., 2017).

Figura 2

Produccién de 6xido nitroso a partir de amoniaco

NO, —* NO — N,0 —* N,

"

I
Nitrification NOy
N0

!

NH, —> NHOH —* NO;,—> NO —> N0 —> N,

Denitrification

Pathway: Nitrifier Denitrification

El N20O se origina de diferentes fuentes, siendo los parches de orina del
ganado en pastoreo, mas que las heces, las mayores fuentes de emision (Chadwick
et al., 2018), donde los microorganismos del suelo, a través de procesos de
nitrificacion y desnitrificacion del ciclo del N, transforman los compuestos

nitrogenados en Oxido nitroso.

El 6xido nitroso se produce bioldégicamente en los suelos principalmente
durante los procesos de nitrificacion y desnitrificacion (Wrage et al., 2001,

Abdalla et al., 2011; Thers et al., 2020; Xu et al., 2020).
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2.7.3. Nitratos

Los desechos ganaderos contienen compuestos de nitrogeno tanto
organicos como inorganicos. La accion microbiana descompone los desechos que
contienen nitrégeno en amoniaco (NHs3), que luego se convierte en nitrito y nitrato.
El nitrito se oxida facilmente a nitrato, por lo que el nitrato predomina en los
desechos descompuestos (Kumar, 2013). El nitrato es el contaminante mas
extendido en las aguas subterraneas debido a su alta solubilidad en el agua y la
dificultad de fijarse en el suelo, por lo que puede migrar facilmente a través de las
capas del suelo (Bhatnagar & Sillanpad, 2011), por lo que una gestion inadecuada
de los desechos ganaderos puede representar graves amenazas para las aguas
subterraneas (Abascal et al., 2022), por lo que la normativa internacional ha
establecido 50 mg/L de ion nitrato (NO3) (equivalente a 11,3 mg/L de nitrégeno-
nitrato, N-NOs), como méaximo nivel de contaminacion para el agua potable
(WHO, 2008) y 10 mg/L de N-NOs (EPA, 2024), por lo que la ganaderia intensiva,
mas que la extensiva, contamina con nitratos (NOz") las aguas superficiales y
subterraneas, con efecto adverso directo sobre la salud humana a través del agua

potable (Sahoo et al., 2016).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. AMBITO EXPERIMENTAL

El trabajo se realizo en el Centro Experimental Illpa (CE-Illpa) de la Universidad
Nacional del Altiplano de Puno (UNA-Puno), con alfalfa; y en la Estacién Experimental
Illpa (EE-1lIpa) del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), con alfalfa-dactilis;
entre los meses de noviembre 2023 y junio 2024, con un seguimiento de 8 meses, desde
el primer ciclo de crecimiento posdormancia hasta el ultimo ciclo de crecimiento

predormancia.

Antes del primer ciclo de crecimiento posdomancia, los pastos fueron consumidos
por el ganado, al que le hemos denominado como ciclo cero (0), sin muestreo ni

evaluacion.

Ambos centros o estaciones experimentales estan ubicados en el distrito de
Paucarcolla, provincia y Dpto. de Puno, a una altitud de 3818 m, 16°14°50”S y

69°05°30”0.
3.2. PASTIZALES

Para el trabajo se utilizaron dos tipos de pastizales, uno en el Centro Experimental
Illpa de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, conformado por alfalfa dormante
W350 en monocultivo, instalado en un area de 5 ha, y otro en la Estacion Experimental
Illpa del Instituto Nacional de Innovacion Agraria, instalado también en un area de 5 ha.
A estos pastizales, se les denominara, por simplicidad como alfalfa y alfalfa-dactilis,

respectivamente.
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3.3. ANIMALES

Para el estudio se utilizaron 30 vacas lecheras Brown Swiss de primera, segunda
y tercera lactacion, en distintas etapas del ciclo productivo, donde 15 vacas fueron
alimentadas con alfalfa (CE-Illpa-UNA-Puno) y 15 vacas con alfalfa-dactilis (EE-IlIpa-
INIA). Las vacas estuvieron en ambiente termoneutro, sistema mixto (pastoreo y

estabulacidn).

3.3.1. Requerimientos nutricionales de las vacas lecheras

Los requerimientos nutricionales estuvieron conformados béasicamente por
energia y proteina, los mismos que fueron estimados factorialmente mediante
modelos de prediccion, con referencia a una vaca lechera adulta de 500 kg de peso
vivo, produciendo 15 kg de leche con 3.8% de grasa y un cambio de peso predicho
de 0.25 kg/dia.

Tabla 2

Requerimientos de energia y proteina total de vacas lecheras adultas

Requerimiento Modelo de prediccién ENL (kcal/d)
Requerimientos de energia
Mantenimiento ENLy =96 « WO75(Ellis et al.,2006) 10151
Actividad fisica ENLyp = 1.2 * h * W%75(Rochinotti, 1998) 761
Lactacion ENL, = 749 = LCG 4%(NRC,2001) 10898
Cambio de peso ENL,y = 5100 x kg AW(NRC,2001) 1275
Total 23085
Requerimientos de proteina total (Silva & Oliveira, 2023)
PN de mantenimiento PNy, g/d = 6.32 * W°75 668.3
PM de mantenimiento PMy,g/d = PNy /kpn/pu 947.9
PN de lactacion PN, g/d = PLygsq * PTLg kg teche 515.7
PM de lactacion PM;,g/d = PN, /kpy/pu 7315
Total 1679.4

ENL.: energia neta de lactacién; W: peso vivo del animal (kg); h: horas de pastoreo; LCG: leche
corregida a grasa (kg); AW: cambio de peso vivo. LCG 4% = (0.4 + 0.15 G) * kg de leche (Gaines,
1927). PNw: proteina neta de mantenimiento; PMwm: proteina metabolizable de mantenimiento;
PN_: proteina neta de lactacién; PM_: proteina metabolizable de lactacion; k_(PN/PM)=0.705:
eficiencia de conversion de proteina metabolizable (PM) a proteina neta (PN). PL: produccion de
leche (kg/d); PTL, proteina total en la leche (g/kg de leche) = PC leche x 0.955 (g/kg de leche).
Contenido de proteina en la leche: 3.5% (35 g/L).
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Los requerimientos calculados fueron mantenimiento, actividad fisica,
produccion de leche y cambio de peso. El requerimiento energético de produccion

de leche fue calculado con leche corregida al 4% de grasa (Gaines, 1927).

3.3.2. Alimentacion de las vacas lecheras

La alimentacion de las vacas lecheras estuvo sujeta al sistema de manejo
de cada centro. Ambos centros utilizaron el sistema mixto, es decir, pastoreo y
estabulacion, donde las vacas del CE-lllpa-UNA-Puno fueron alimentadas
basicamente con pastos cultivados de alfalfa en monocultivo durante 8 horas de
pastoreo por dia, heno de avena, heno de alfalfa y concentrado fibroso de
elaboracion local, en el ordefio de la mafiana, mientras que, las vacas de la EE-
Illpa-INIA fueron alimentadas con heno de avena durante el ordefio de la mafiana
y la tarde, y pastos cultivados de alfalfa asociada con dactilis durante 6 horas por

dia (Tabla 2).

3.4. EQUIPOS Y MATERIALES

3.4.1. Equipos

Balanza digital tipo plataforma x 1000/0.1 kg: para el registro de los pesos

vivos de las vacas lecheras.

Balanza de precision: para el registro de los pesos de muestras de materia

fresca y materia seca de alfalfa y alfalfa-dactilis.

Balanza analitica: para el registro de los pesos de muestras para anélisis de

nitrégeno Kjeldahl.
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Espectrometro infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR): MilkoScan
FOSS 4000 para el analisis de nitrogeno ureico en la leche (MUN). El equipo esta
conformado por los siguientes elementos: 1) fuente de radiacion infrarroja, que
puede ser un laser o una ld&mpara de hal6geno, que emite radiacion en el rango
infrarrojo del espectro electromagnético; 2) interferometro, que divide el haz de
radiacion en dos caminos, uno de referencia y otro que pasa por la muestra; 3)
muestra, el material que se analiza, que puede ser sélido, liquido o gas; 4) detector,
que convierte la radiacion en sefiales eléctricas que se pueden registrar y medir; y
5) ordenador y software, que controla el sistema y analiza los datos. El principio
del FTIR se basa en la vibracion y rotacion de los atomos de las moléculas de la
muestra. La FTIR mide la absorcion de luz infrarroja en la region media del
espectro electromagnético de la mayoria de las moléculas de la muestra de uso
para detectar las estructuras moleculares internas en todo tipo de campos. Cuando
se aplica un haz de luz infrarroja con una longitud de onda continua a las
moléculas objetivo, las longitudes de onda especificas son absorbidas por la
vibracion de los atomos o grupos atémicos de la sustancia. El espectro resultante
representa la absorcion y transmision molecular, creando una huella molecular
(como huella digital) de la muestra con picos de absorcion que corresponden a las
frecuencias de vibraciones entre los enlaces de los atomos que forman el material

(Gong et al., 2024).

Equipo microkjeldahl: conformado por un digestor de 6 cuerpos, un
destilador y un titulador, para el andlisis de nitrégeno total en muestras de alfalfa

y alfalfa-dactilis.
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3.4.2. Materiales

- Balones Kjeldahl x 100 ml (boca simple y boca esmerilada).
- Matraces Erlenmeyer x 100 ml.

- Frasco lavador x 500 ml.
3.4.3. Reactivos

- Acido sulfurico (H2S0a).

- Sulfato de sodio (Naz2SOa4).

- Sulfato de potasio (K2SOa4).
- Sulfato de cobre (CuSOa).

- Selenito de sodio (Naz2SeOs).
- Hidrdxido de sodio (NaOH).
- Acido Boérico (H3:BO3).

- Rojo de Metilo.

- Azul de Metileno.

- Alcohol Absoluto.

e Solucién catalizadora:

- Sulfato de sodio 12.5 g.

- Sulfato de potasio 12.5 g.

- Selenito de sodio 5 g.

- Solucidn de sulfat0 de cobre saturado 25 ml.

- Agua destilada, VSP 150 ml.

NOTA: Mezclar todos estos componentes, calentar la solucién y mover

con una bagueta hasta su disolucion completa.
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e Solucién digestora

- Solucion catalizadora (todo) 150 ml.

- Acido sulfurico, VSP 1 L.

NOTA: Agregue con mucho cuidado y poco a poco el acido sulfarico

puro a la solucidn catalizadora que contiene agua destilada.

La mezcla genera bastante calor. Tenga la mayor precaucion. Cologuese

anteojos y mascara antigases.
e Solucién desplazante (Hidroxido de sodio al 50%b)

- Hidroxido de sodio PA 500 g.

- Agua destilada, VSP 1 L.

NOTA: Agregar poco a poco el hidréxido de sodio en el agua destilada.
La mezcla genera bastante calor. Tenga el mayor cuidado. Col6guese anteojos y

mascara antigases.

e Solucidn indicadora (Tashiro: T)

- Rojo de metilo 450 mg.
- Azul de metileno 250 mg.

- Alcohol absoluto 250 ml.
e Solucién receptora (acido bérico al 2%)

- Acido bérico 20 g.

- Agua destilada, VSP 1 L.

e Solucién tituladora (H2SO4 al 0.025 N)
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- Acido sulfurico (D 1.84, 98 %) 0.68 ml.

- Agua destilada, VSP 1.00 L.
3.4.4. Procedimiento

Digestion. Envuelva 0.2 g de muestra seca y finamente molida en un papel
de celulosa libre de nitrégeno. Coloque el paquetito de la muestra en un bal6on
Kjeldahl de 100 ml y agregue 3.5 ml de la mezcla digestora. Utilice una pipeta de
10 ml con dosificador automatico. Coloque el balon Kjeldahl con muestra en la
hornilla. Haga hervir la muestra durante un maximo de 3 horas. Gire el balon
Kjeldahl cada media hora. Agitelo con cuidado para lavar el material que se
impregna en sus paredes, a fin de garantizar una buena digestion. La solucion debe
hervir hasta que tome color verde claro. En forma paralela corra un blanco sin
muestra a fin descartar la posible contaminacion de nitrégeno de los materiales y

reactivos.

Destilacion: Coloque en un frasco de Erlenmeyer 15 ml de acido bérico
al 2 % como receptor de amoniaco. Agregue 5 gotas del indicador T. Coloque el
frasco en el pico de descarga del destilador Kjeldahl. Agregue con cuidado una
pequefa cantidad de agua destilada en el balon Kjeldahl que contiene la solucién
de sulfato de amonio. Agregue 7 ml de hidréxido de sodio al 50 % en el destilador.
Un ligero exceso es mejor (8 ml) para garantizar una total destilacién. Cierre los
ductos de entrada del destilador. Circule agua fria por el refrigerante del
destilador. Destile el amoniaco hasta obtener 50 ml de destilado. EI cambio de

color del receptor &cido bérico indica el inicio de la destilacion.
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NOTA: El caldero generador de vapor siempre debe contener agua
destilada. El agua de cafio contiene bastante carbonato, lo cual precipita formando

sarro en las paredes del frasco.

Titulacién: Cargue una bureta graduada de 50 ml con la solucion
tituladora (acido sulfurico 0.025 N). Anote la marca inicial a menisco inferior.
Titule con cuidado el destilado hasta lograr viraje de color (de verde a azul gris).
Anote la marca final. Calcule por diferencia el gasto de la solucion. Titule también

la muestra blanco.

NOTA 1: Acumule los residuos quimicos en un recipiente de seguridad

para su desecho controlado, a fin de evitar la contaminacion del lago Titicaca.
Célculos de nitrégeno total (NT) y proteina total (PT)

El nitrogeno total fue calculado considerando el volumen de gasto de
acido sulfarico (H2S0a) en la titulacion, la normalidad del acido, que en este
caso fue de 0.025N, el miliequivalente del nitrogeno (mEqg N) que es 0.014, y el

peso de muestra en gramos, mediante la siguiente formula (Hayes, 2020):

Volumen (ml H,SO,) * Normalidad (0.025 N) * mEq N
= %

NT,% = 100

Peso de muestra (g)

El contenido de proteina total fue calculado tomando en consideracion que
las proteinas en los forrajes contienen 16% de N en su composicion, mediante la

siguiente formula (Krul, 2019):

PT, % =NT x6.25
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35. METODOLOGIA
3.5.1. Determinacidn de nitrogeno total en alfalfa y alfalfa-dactilis

El contenido de nitrégeno total (NT) de la alfalfa y de la alfalfa-dactilis se
determind mediante el método Kjeldahl, a partir de muestras obtenidas de la
produccion forrajera de los pastizales, mediante corte en cuadrante en transecto
lineal. La técnica consistio en trazar una linea transversal, con puntos de corte a
intervalos aleatorios (Buckland et al., 2007), obteniéndose muestras de los dos
cultivares (alfalfa y alfalfa-dactilis) en sus tres estados fenologicos [rebrote,
crecimiento y floracion inicial (o punto de corte)], durante cinco ciclos de
crecimiento de los cultivares (Nov. 2023-Jun. 2024), con 8 meses de seguimiento.
El proceso consistio en la remocion de la biomasa aérea presente dentro del
cuadrante (0.25 m?) en 6 puntos aleatorios de muestreo (réplicas), el registro de
su peso fresco y la remision al laboratorio (Zanella et al., 2017), para el analisis
del contenido de humedad y materia seca, mediante secado en horno de

conveccion a 60°C, por un minimo de 72 horas (Donnelly et al., 2018).

El proceso consistio en los siguientes pasos:

- Colocar aleatoriamente el cuadrante de 0.25 m? en el potrero.

- Registrar la altura de planta y la cobertura vegetal del cuadrante.

- Cortar la biomasa aérea del cuadrante a 2.5 cm del suelo.

- Empaquetar la biomasa en bolsas de plastico, registrar el peso fresco.

- Seleccionar las plantas y descartar las malas yerbas y material senescente.
- Pesar una bolsa de papel libre de humedad debidamente identificado.

- Colocar 200 g de muestra fresca en la bolsa de papel (peso 1).

- Secar la muestra en el horno de conveccién, a 60°C por 72 horas.
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- Registrar el peso de la bolsa + la muestra seca (peso 2).

La materia seca (MS) corresponde a la cantidad de material residual que

queda en la bolsa, después de la remocion de la humedad.

Materia seca obtenida
100

MS, % = - : *
0 Peso de materia verde analizada

La humedad corresponde a la diferencia entre la materia seca y el total.

H° % = 100 — %MS

La produccion forrajera de materia fresca (kg/ha) se calcul6 a través de la

siguiente formula (Kosmowski et al., 2021):
MV, kg/ha = MV(kg) del cuadrante * 4 x 10000

Donde la produccion forrajera de materia seca corresponde a la biomasa

total de materia fresca por el contenido de materia seca.
MS, kg/ha = MV(kg) * %MS

El método Kjeldahl estuvo conformado por tres etapas (digestion,
destilacion y titulacion). La digestion se realizé por combustion humeda de las
muestras en acido sulfurico concentrado (H2SOs4), en presencia de catalizadores
(Na2S0s4, K2S04, CuSO4 y Na2Se0s) (Saez-Plaza et al., 2013); la destilacion, por
transferencia del amoniaco (NHs) hacia el &cido borico diluido (HsBOs, 2%), en
condiciones alcalinas; y la titulacion, por adicion de solucién diluida de acido
sulfurico (H2SOs4, 0.25 N), hasta el punto de viraje de color en presencia del

indicador T.
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3.5.2. Determinacion del nitrégeno ureico en la leche

El nitrogeno ureico en la leche (MUN) se determiné en el Laboratorio de
Leches de la Universidad Nacional Agraria La Molina, a partir de muestras de
leche obtenidas del ordefio 2X (4 a.m. y 4 p.m.) de las vacas de CE-lllpa y EE-
Illpa, mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
FOSS 4000 (MilkoScan) que analiza ademas grasa, proteinas, lactosa, solidos
totales, s6lidos no grasos, punto de congelacion (Oliveira et al., 2012; Weeks &

Hristov, 2017).

El muestreo se realizé en envases transparentes de polietileno (plastico) de
120 ml de capacidad, en un volumen de 100 ml, luego de la mezcla realizada en
la leche ordefiada, 15 muestras del ordefio de la mafiana y 15 muestras del ordefio
de la tarde (2X) por cada centro, en un total de 60 muestras. A cada frasco se
agrego 4 gotas de formol al 40%, a fin de preservar la leche durante su transporte

a la ciudad de Lima, por via aerea.

El rango objetivo para MUN fue de 8-12 mg/dL, desarrollada para vacas
lecheras Holstein (Kohn et al., 2002), dado que en condiciones de produccién
normales, la mayoria de los hatos lecheros deberian tener este rango de MUN,
considerando ademas, que las vacas con las que se realiz6 la investigacion fueron

de una mediana produccion de leche.

3.5.3. Estimacion de la excrecién de nitrégeno en la orina

La excrecion de nitrogeno en la orina (NU) se estim6é mediante modelos
de prediccion, a partir del peso vivo de las vacas y el nitrogeno ureico en la leche

(MUN), con el modelo de mayor aproximacion (Kohn et al., 2002).
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NU, g/dia = 0.0259 x PV (kg) x MUN (mg/dL).
Donde:

NU, nitrégeno urinario (N total en la orina); PV, peso vivo de las vacas;

MUN, nitrégeno ureico en la leche.
3.5.4. Analisis estadistico

Los datos del nitrogeno total en alfalfa y alfalfa-dactilis fueron evaluados
mediante el analisis de varianza de dos vias (experimento factorial 2 x 3), en
disefio completamente al azar, con dos cultivares (alfalfa y alfalfa-dactilis) y tres
estados fenoldgicos [rebrote, crecimiento, inicio de floracién (o punto de corte)].
Los datos del nitrégeno ureico en la leche (MUN) fue evaluado mediante el
analisis de varianza de dos vias (experimento factorial de 2 x 2), en disefio
completamente al azar, con dos cultivares (alfalfa y alfalfa-dactilis) y ordefio 2X
(mafiana y tarde), sujetos a pruebas de hipdtesis de contraste unilateral, con los
supuestos de que los datos estan normalmente distribuidos, con media y varianza

conocidas, segun el siguiente modelo aditivo lineal fijo (Sawyer, 2017).
Yijk = U + o + Bj + (aP);; + €k
coni=1,2,...,a;j=1,2,...,b
Donde:

yijx - Variable respuesta (N en cultivares, o MUN en leche).

u : Media general (N en cultivares, 0 MUN en leche).
o : Variacion entre cultivares (alfalfa y alfalfa-dactilis).
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B; : Variacion entre estados fenol6gicos o0 momento de ordefio.

afy  Interaccion entre cultivares y estados fenoldgicos (o momento de

ordefo).
gk - Variacion entre observaciones.

Los datos del nitrogeno en la orina (NU) fueron analizados mediante la
prueba de comparacion de medias, t-Student, con dos grupos de vacas alimentadas
con alfalfa y alfalfa-dactilis y sus réplicas, sujeto a los supuestos de variable
dependiente continua, las observaciones son independientes, datos normalmente
distribuidos en cada grupo, con una media y varianza, como una distribucion t con
v =mn1 + n2 — 2 grados de libertad (Fradette et al., 2003), sujeta a pruebas de

hip6tesis de contraste bilateral (o = 0.05).

Ho D M1 = M2
Hi1 DHL £ pe2
X; — X
t= 11 21
2( 2 4
Sp(n1+n2)

La varianza ponderada (o varianza comun compartida entre las dos

variables) se calculé con la siguiente férmula (Fradette et al., 2003):

_Sf(ny—1)+S5(n; — 1)

SZ

p n1 + nz -2
Donde:
t : estadistico t de Student.
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X1 : media de vacas alimentadas con alfalfa.

Xy : media de vacas alimentadas con alfalfa-dactilis.

n; : tamafio de muestra de vacas alimentadas con alfalfa.

n, : tamafio de muestra de vacas alimentadas con alfalfa-dactilis.
Sf, : varianza ponderada (o0 comun) de los dos grupos de vacas.
S2 : varianza de vacas alimentadas con alfalfa.

s2 : varianza de vacas alimentadas con alfalfa-dactilis.

Las medias de nitrégeno total en alfalfa y alfalfa-dactilis, asi como de
MUN en la leche, fueron comparadas mediante la prueba de Tukey. La normalidad
de los datos se evaluo utilizando la prueba de Shapiro-Wilks (Mishra et al., 2019).
Las significancias se calcularon con el paquete estadistico VassarStat de acceso

libre.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. NITROGENO TOTAL Y PROTEINA TOTAL EN ALFALFAY

ALFALFA-DACTILIS

La Tabla 3 resume la produccion forrajera referencial y el contenido y la
produccion de nitrégeno total y proteina total de la alfalfa en monocultivo (alfalfa) y
alfalfa asociada con dactilis (alfalfa-dactilis) que fueron determinados durante los 8 meses
de seguimiento a los cultivares entre los meses de Nov. 2023 y Jun. 2024, en sus cinco
ciclos de crecimiento (o produccion) y tres fases fenoldgicas por ciclo [rebrote,

crecimiento, inicio de floracion (o punto de corte)].

Tabla 3

Produccién forrajera, nitrégeno y proteina total en alfalfa y alfalfa-dactilis

Estado fenoldgico Alfalfa Alfalfa-dactilis Promedio C F C*F

4A. Produccién de materia seca por corte (t/ha)

Rebrote 29+11 23+10 27+1.1°
Crecimiento 44+11 32107 42+1.1°
Inicio floracion (corte) 49+13 51+19 5.0+ 1.6°
Promedio 42114 40+19 41+16 0.0142 <.0001 0.0227

4B. Produccion de materia seca por camparia de 5 cortes (t/ha)

Rebrote 145+53 114+ 4.9 13.3+5.3°
Crecimiento 220+54 16.0+3.6 20.8+5.3°
Inicio floracion (corte) 245+6.4 257+9.2 2514792
Promedio 20.8+6.9 20.0+9.8 205+8.1 0.0142 <.0001 0.0227

4C. Contenido de nitrégeno total (% MS)

Rebrote 4.27+0.58 3.83+0.38 4.11+£0.55*
Crecimiento 3.78+0.42 3.58+0.22 3.74+0.39°
Inicio floracion (corte) 3.66+0.31 2.85+0.55 3.26 +0.61°
Promedio 3.87+0.50 3.25+£0.64 3.64+0.63 <.0001  <.0001 0.0037

PT: proteina total; C: cultivar (alfalfa, alfalfa-dactilis); F: fenologia [rebrote, crecimiento, inicio de floracién (o punto de corte)]; C*F
interaccion (cultivar*fenologia). Los nimeros en negrita son promedios generales de las variables en evaluacién. Letras diferentes en

la misma columna indican diferencia (p < 0.05).
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Estado fenoldgico Alfalfa Alfalfa-dactilis ~ Promedio C F C*F
4D. Contenido de proteina total (% MS)

Rebrote 26.71+£3.6 23.95+3.34 25.68 £ 3.442

Crecimiento 23.61+261 22.37+1.35 23.36 + 2.45°

Inicio floracién (corte) 22.89 +1.94 17.81 +3.47 20.35+3.79°

Promedio 24.20£3.11 20.31£4.01 22.77+3.94 <0001  <.0001 0.0036
4E. Produccion de nitrégeno total por corte (t/ha)

Rebrote 0.11+0.04 0.08 +£0.03 0.11 +0.04°

Crecimiento 0.16 + 0.05 0.11+0.03 0.15+0.05%

Corte 0.17+0.05 0.14 £ 0.05 0.16 £ 0.052

Promedio 0.16 + 0.05 0.12 £0.05 0.14 £ 0.05 <.0001  <.0001 0.5610
4F. Produccién de proteina total por corte (t/ha)

Rebrote 0.75+0.24 0.53+0.2 0.66 +0.25°

Crecimiento 1.04 £0.28 0.71+0.15 0.97 +£0.29°

Corte 1.11+0.30 0.90 £ 0.35 1.01+£0.342

Promedio 0.99 £0.31 0.77 £0.32 0.91 +0.33 <.0001  <.0001 0.5233
4G. Produccion de nitrégeno total por campafia de 5 cortes (t/ha)

Rebrote 0.60 £0.19 0.43+0.16 0.53 £0.20°

Crecimiento 0.83+0.23 0.57 £0.12 0.78 £0.23°

Inicio floracion (corte) 0.90 +£0.24 0.72+0.27 0.81+0.27°

Promedio 0.79+0.25 0.61+0.25 0.73+£0.27 <.0001  <.0001 0.5029
4H. Produccion de proteina total por campafia de 5 cortes (t/ha)

Rebrote 375+1.21 2.66 £0.98 3.34+£1.24°

Crecimiento 521+1.41 3.55+0.74 4.87 £1.462

Inicio floracion (corte) 5.60+1.52 4.53+1.68 5.06 + 1.68?

Promedio 495+ 157 3.84+1.59 4.54 £1.66 <.0001 <.0001 0.5080

PT: proteina total; C: cultivar (alfalfa, alfalfa-dactilis); F: fenologia [rebrote, crecimiento, inicio de floracion (o punto de corte)]; C*F

interaccion (cultivar*fenologia). Los nimeros en negrita son promedios generales de las variables en evaluacion. Letras diferentes en

la misma columna indican diferencia (p < 0.05).

A nivel general, los efectos principales indican que el contenido de nitrégeno total

fue diferente entre cultivares (p < 0.05), siendo mayor en alfalfa que en alfalfa-dactilis

(3.87£0.50 vs 3.25 + 0.64 g/100 g MS). En forma similar, el contenido de nitrogeno total

varia (p < 0.05) con el estado fenoldgico de las plantas, siendo mayor en el rebrote (4.11

+ 0.55 g/100 g MS), seguido de crecimiento (3.74 + 0.39 g/100 g MS) y prefloracion o

punto de corte (3.26 + 0.61 g/100 g MS).
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El contenido de nitrégeno total multiplicado por el factor 6.25 da como resultado
el contenido de proteina total (PT), el mismo que fue mayor (p < 0.05) en alfalfa (24.20
+ 3.11 g/100 g MS) con relacién a alfalfa-dactilis (20.31 + 4.01 g/100 g MS). El estado
fenoldégico también tuvo efecto en el contenido de proteina total, siendo mayor en el
rebrote (25.68 + 3.44 g/100 g MS), seguido de crecimiento (23.36 + 2.45 g/100 g MS), y

corte (20.35 + 3.79 g/100 g MS) (Tabla 3, 3D).

Figura 3

Contenido de nitrogeno total (%) de la alfalfa y la alfalfa-dactilis, segin estado

fenolégico
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Los efectos simples del anélisis de varianza (ANOVA) de los datos indican que el
contenido de nitrégeno disminuye (p < 0.05) con el estado fenoldgico, tanto en alfalfa
como en alflafa-dactilis, debido a que el crecimiento de la planta afecta las

concentraciones de proteina y fibra en hojas y tallos (Cupic et al., 2001).

El afio 2023, la alfalfa rebrotdé a mediados del mes de setiembre, después de una
precipitacion pluvial y cuando la temperatura del aire alcanz6 a 19°C/6°C (Fotos 1y 2,
Anexo), incrementando lentamente la altura de planta, hasta que el 8 de noviembre se
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hizo el primer muestreo pos-dormancia, con una altura de planta de 15.5 + 2.3 cm, 24.6
+ 2.9% de materia seca, y un contenido de nitrégeno total de 4.0 + 0.1%, equivalente a
248 + 0.7% de proteina total. La asociacion alfalfa-dactilis tuvo el mismo
comportamiento de rebrote, con una altura de planta de 13.0 + 1.9 cm, 24.6 + 2.9% de
materia seca, y un contenido de nitrégeno total de 3.8 + 0.2%, equivalente a 24.0 + 1.1%

de proteina total.

Los productores, ante la escases de alimentos, ingresaron las vacas al pastoreo de
este primer rebrote de alfalfa, cuya proteina, como se sabe, es de alta solubilidad, con un
80% de la proteina que degrada en rumen, generando una ingente cantidad de amoniaco,
el mismo que en déficit de fuentes de energia, es ineficientemente utilizado por los
microorganismos del rumen, perdiéndose el exceso por absorcion en el rumen, la
conversion dependiente de energia en urea en el higado, elevandose los niveles de BUN
en la sangre y MUN en la leche con la eventual excrecion de N en la orina, con efectos

negativos en la reproduccion y el medio ambiente (Getachew et al., 2006).

El muestreo de biomasa aérea por corte en cuadrante mostré que la alfalfa y la
alfalfa-dactilis son cultivares de alto rendimiento forrajero, que a los 42 dias de
crecimiento, en el estado de inicio de floracidn (o punto de corte), tuvieron una diferente
produccion de materia seca (p < 0.05), con un promedio de 4.9 + 1.3 t/ha para alfalfa, y
5.1 £ 1.9 t/ha para alfalfa-dactilis, las mismas que en 5 cortes de la campafia agricola,
como se evidencio en este estudio, tuvieron una produccion de materia seca de 24.5 + 6.4

t/ha para alfalfa, y 25.7 £ 9.2 t/ha para alfalfa-dactilis.

Con base a la produccion de materia seca, la produccién de nitrogeno total por
cada corte fue de 0.17 + 0.05 t/ha para alfalfa, y 0.14 + 0.05 t/ha para alfalfa-dactilis,

equivalente a una produccion de 1.11 + 0.30 t/ha 'y 0.90 + 0.35 t/ha de proteina total por
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corte, respectivamente, y un total de 5.60 + 1.52 t/ha, y 4.53 + 1.68 t/ha de proteina total
en campanfa de 5 cortes, evidenciando el enorme potencial de ambos cultivares para la

produccion de proteina total.

El contenido de proteina total varia segun el cultivar y el estado fenoldgico, siendo
mayor en alfalfa que en alfalfa-dactilis, y mayor en rebrote que en crecimiento y floracion
inicial (o punto de corte), los mismos que son concordantes con los datos reportados para
estas especies de plantas, cuyos valores varian segun la madurez, el momento de corte, la
fertilidad del suelo y la disponibilidad de agua, donde los tallos pueden contener hasta
15.1% vy las hojas hasta 35.8% (Cupic et al., 2001), siendo la proteina total el componente
principal de sus valores nutricionales, que varia segun el estado fenologico de la planta
(Hu et al., 2021), donde el 80% de esta proteina total es proteina soluble, o proteina
degradable en rumen (RDP), la misma que se descompone demasiado rapido en
amoniaco, cuyo exceso se absorbe en el rumen, luego se convierte en urea en el higado y
se excreta por los rifiones a través de la orina, desperdiciandose sin uso por los

microorganismos del rumen (Getachew et al., 2006).

La proteina degradable en rumen (RDP) es el substrato disponible para los
microorganismos del rumen, conformada por proteinas de alta solubilidad y compuestos
nitrogenados no proteicos de uso como fuentes de nitrogeno para el crecimiento
microbiano y la sintesis de proteina microbiana (Hanigan et al., 2021); sin embargo, la
RDP que excede la cantidad requerida por los microorganismos ruminales es degradada
a N-amoniacal (N-NHs), se absorbe en el rumen, pasa al higado donde se convierte en

ureay se excreta en la orina (Bach et al., 2005).

La vaca lechera es una mala convertidora del nitrégeno de la dieta en leche, puesto

que utiliza solo el 5-30% del nitrégeno ingerido en el alimento, excretandolo el 70-95%
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a través de heces y orina (Luo et al., 2010). La excrecidon de nitrdgeno en heces se
mantiene en niveles relativamente constantes, mientras que la excrecién de nitroégeno en
orina aumenta en relacion directa con el consumo de nitrégeno en la dieta (Dijkstra et al.,
2013). El nitr6geno excretado en heces y orina sirve como fuente de nitrégeno para las
plantas; sin embargo, el exceso se pierde por volatilizacion como amoniaco y éxido
nitroso que contaminan el aire, o por lixiviacion como nitratos que contaminan las aguas

subterraneas (Selbie et al. 2015).

Las bacterias Peptostreptococcus anaerobius, Clostridium sticklandii 'y
Clostridium aminophium son las responsables de degradar las proteinas en amoniaco,
generando hiperamoniaco 20 veces mas que otras bacterias ruminales productoras de
amoniaco (Paster et al., 1993), por lo que el amoniaco siempre esta presente en el liquido
ruminal, en una concentracién dependiente del tipo de proteina en la dieta, el mismo que
debe ser incorporado en el esqueleto carbonado (a-cetoglutarato) de las bacterias del
rumen, para producir glutamina y glutamato, que son importantes donantes de nitrégeno
en el metabolismo de los compuestos nitrogenados en las células microbianas (Chen et
al., 2018). Las investigaciones evidenciaron que la adicién de grano rico en almidon a
raciones ricas en proteinas disminuye la concentracion de amoniaco en el rumen
(Phillipson et al., 1959), por lo que la alfalfa debe ser acompafiada con alguna graminea
0 sus granos como fuentes de carbohidratos o azucares, cuya fermentacion genere los
cetoacidos necesarios para la asimilacion del amoniaco para la biosintesis de aminoacidos

y proteina microbiana (Hristov et al., 2005).

La practica comun en la alimentacion de vacas lecheras es el suministro de forraje
en forma de heno de avena durante el ordefio, tanto en el ordefio de la mafiana como en
el ordefio de la tarde. EI suministro de heno por la mafiana tiene un objetivo preventivo

del timpanismo, sobre todo con la alfalfa en estado de rebrote, que es el estado que puede
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causar la mayor frecuencia de timpanismo en las vacas, algunas veces con consecuencias
fatales. Las vacas, después del ordefio de la mafiana, permanecen en el pasto, sea alfalfa
o alfalfa-dactilis, durante un tiempo minimo de 6 horas, consumiendo la biomasa aérea

fresca disponible en el pastizal, como Unico alimento.

La alta degradabilidad ruminal de la proteina de la alfalfa que alcanza hasta 880 g
kg, sugiere que durante las 6 horas de pastoreo, casi toda la proteina es degradada en
amoniaco (Hristov & Sandev, 1998), por lo que el consumo de heno de avena, antes y
después del pastoreo en alfalfa, tendria poco efecto en la eficiencia de uso del nitrégeno,
con relacion al consumo simultdneo como ocurre con la alfalfa-dactilis. La alimentacion
sincrona con pastos de alto contenido de proteina (PT 22.6%) y concentrado de alta
energia (ENL 1.85 Mcal/kg MS), administrados a vacas lecheras tuvieron efecto positivo
en la eficiencia de uso del N. El concentrado administrado en simultaneo durante las horas
de consumo de pastos, 9:00-17:00 h (dieta sincrona), redujo en 32.4% los valores de
amoniaco ruminal con relacion al concentrado administrado 4 h después del consumo de
pastos, 13:00-21:00 h (dieta asincrona), con valores de 19.9 vs 25.5 mg/dL a las 3 h, y
13.5vs 23.6 mg/dL a las 5 h después de la alimentacién matutina con pasto (Kolver et al.,

1998).

Es bastante evidente que la alimentacion sincrona (o simultanea) de fuentes de
nitrégeno (proteina) con fuentes de carbono (energia) en el ganado lechero maximiza la
eficiencia de uso del nitrogeno y la energia (Phuong et al., 2013); es decir, el sincronismo
de la tasa de suministro y liberacion de nitrogeno y energia en el rumen maximiza la
eficiencia de la fermentacion microbiana en el rumen y la captura de RDP por los
microorganismos (Kolver et al., 1998). Los niveles mayores de 200 g de PT/kg MS
(20%), como los encontrados en la alfalfa en monocultivo, son relativamente altos para

la nutricion de la vaca lechera, mientras que una cantidad de 150 g/kg de MS (15%), como
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las que tiene la alfalfa asociada con dactilis, puede ser una estrategia Util para reducir en

21% la excrecion de nitrdgeno en las heces y en 66% en la orina (Castillo et al., 2000).

4.2. NITROGENO UREICOEN LA LECHE

La Tabla 4 resume los datos del contenido de nitrogeno ureico en la leche (MUN)
de vacas alimentadas con alfalfa y alfalfa-dactilis, determinadas en el mes de marzo 2024,

el mismo que varia (p < 0.05) segun el tipo de cultivar.

Tabla 4
Nitrégeno ureico en la leche de vacas alimentadas con alfalfa y alfalfa-dactilis (ordefio

2X, marzo 2024)

Ordefio Nitrogeno ureico en la leche (MUN, mg/dL) p-valor
2X Alfalfa Alfalfa- Promedio  C M C*M
Dactilis

Mafiana 27.40 £4.98 20.72 +£2.98 23.31+6.12

Tarde 25.65£4.01 24.03 £ 3.08 24.84 +3.61

Promedio 26.53 £ 3.64 22.37£2.71 24.12+5.03 <.0001 <.1816 0.0042

C: cultivar (alfalfa y alfalfa-dactilis), M: momento de ordefio (mafiana y tarde), C*M: interaccion entre

cultivar y momento de ordefio.

A nivel general, con base a los efectos principales se indica que la concentracion
de nitrégeno ureico en leche (MUN) varia segun el cultivar (p < 0.05), con valores
mayores en alfalfa (26.53 + 3.64 mg/dL) que en alfalfa-dactilis (22.37 + 2.71 mg/dL)

(Tabla 4).

Los valores de MUN encontrados son 2.6 veces mayores con alfalfa 'y 2.2 veces
mayores con alfalfa-dactilis que los reportados (8-12 mg/dL) para vacas lecheras
alimentadas con raciones balanceadas en proteina total de 16% y carbohidratos que

posibilitan la captura del exceso de amoniaco ruminal (Kohn et al., 2002), evidenciando
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que con raciones de alfalfa y alfalfa-dactilis, los niveles de MUN son altos, donde la

energia es el nutriente limitante.

El nitrégeno ureico en sangre (BUN) es uno de los indicadores mas importantes
en la nutricién proteica de las vacas lecheras, puesto que refleja el nivel de produccién de
urea en el higado, siendo bajo cuando la proteina en dieta es deficiente y alto cuando
ocurre lo contrario (Fadel et al., 2014), siendo la sangre el sistema de transporte que
comunica los sistemas de 6rganos (Russell et al., 1982), y por donde difunde la urea
producida por el higado (BUN) en los liquidos corporales, la glandula mamariay la leche,
secretandose en esta Gltima como nitrégeno ureico en la leche (MUN), con niveles muy
similares a los de BUN, por lo que una vaca con alto nivel de BUN puede tener también

un alto nivel de MUN (Gustafsson & Palmquist, 1993).

El caracter invasivo del dosaje tradicional de BUN por la puncion venosa (yugular
0 coxigea) para la obtencion de muestras de sangre ha hecho de esta técnica una dificultad
practica en la evaluacion rutinaria de la nutricion proteica de la vaca lechera; sin embargo,
la alta correlacion entre BUN y MUN en la concentracion del nitrégeno ureico, han hecho
de la leche un medio de diagnostico para el monitoreo de la nutricion proteica de vacas
lecheras (Hof et al., 1997), donde los valores altos de MUN estan asociados al exceso de
proteina en la dieta, o un déficit de carbohidratos degradables en rumen, mientras que los

valores bajos indican lo contrario (Drudik et al., 2007).

La literatura reporta que MUN varia entre y dentro de razas de ganado lechero,
con una media general de 14.0 mg/dL, con variaciones de 14.4, 13.2, 13.9 mg/dL para las
vacas HF, J y HFxJ (XBd), respectivamente (Beatson et al., 2019); asi mismo, indica una
variedad de rangos de MUN, tales como 10-14 mg/dL o 12-16 mg/dL. Para algunos, el

rango 12-16 mg/dL es erréneo, por lo que plantean un rango de 8-12 mg/dL (Kohn et al.,
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2002), el mismo que esté asociado con 16% de proteina total en la raciéon. Hay un cambio
de 2 mg/dL por el cambio de cada unidad porcentual de proteina total, cuando las raciones
contienen de 15 a 18.5% de proteina total. Los hatos con un MUN superior a 12-14 mg/dL

tienen mayor excrecion de N en la orina (Hof et al., 1997).

A diferencia de las referencias que reportan un efecto de la sesion de ordefio de
vacas con ordefio 2X o 3X sobre las concentraciones de MUN (Bondan et al., 2019), en
el presente trabajo, la sesion de ordefio no tuvo efecto sobre las concentraciones de MUN
de vacas con ordefio 2X, puesto que MUN fue similar tanto en el ordefio de la mafiana

como en el ordefio de la tarde.

Los estudios establecieron referentes de niveles normales de MUN en 12-16
mg/dL, donde los valores menores de 12 mg/dL indican deficiencia de proteina en la
dieta, y los valores mayores de 16 mg/dL indican exceso de proteina, mientras que los
valores superiores a 19 o 20 mg/dL estan asociados con el deterioro del rendimiento

reproductivo (Hammond, 1998).

La urea producida por el higado ingresa en la sangre y se difunde facilmente en
los liquidos corporales y en casi todos los tejidos, incluido la glandula mamaria, por lo
qgue MUN es uno de los componentes normales de la leche y constituye alrededor del 20
al 75 % del nitrégeno no proteico en la leche (Muller et al., 2021). EI BUN esta altamente
correlacionado con el MUN, de manera que a una alta concentracién de BUN le
corresponde una alta concentracion de MUN (Broderick & Clayton, 1997), y ambos estan
correlacionados con el estado proteico del animal (Kohn et al., 2002) y la excrecién de N
en la orina (Jonker et al., 1998), por lo que MUN se puede utilizar como una herramienta
para monitorear la gestion de la alimentacion y las emisiones de N en las operaciones

lecheras. La concentracion de MUN depende de varios factores, tales como el peso
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corporal, la ingesta de agua, la produccion de orina, el nivel de proteinas en la dieta y el

tiempo, asi como la frecuencia de la alimentacion y el ordefio (Spek et al., 2013).

El rango objetivo de MUN para vacas Holstein es de 12 a 16 mg/dL; sin embargo,
este rango fue generado con los calculos hechos con el software de los laboratorios DHIA,
que al parecer tuvo error de calculo, por lo que el rango actual, con la correccion del error,

seria de 8 a 12 mg/dL para la mayoria de los hatos lecheros (Kohn et al., 2002).

Un reporte sobre BUN y MUN en vacas lecheras de establos mas representativos
de Santa Rita de Siguas Arequipa, alimentadas con forraje: concentrado (50:50, 60:40 y
80:20) encontro similares valores entre dietas y lactaciones, con un promedio de 13.6
mg/dL para BUN, pero las concentraciones de MUN se dispararon hasta 69.7 mg/dL para
MUN, sin evidenciar relacién entre BUN y MUN (Béjar, 2014). Los referidos valores son
discrepantes a otros reportes que evidenciaron una alta correlacion entre BUN y MUN

(Broderick & Clayton, 1997; (Kauffman & St-Pierre, 2001).

La alfalfa asociada con dactilis puede considerarse como una dieta sincrona que
posibilita disminuir la concentracion de MUN en la vaca lechera, con una mejor
utilizacion del nitrgeno de la proteina. El alto contenido (15%) de azucares totales de
alta solubilidad del dactilis hace que su presencia en la asociacion forrajera contribuya
con la energia necesaria para una mejor utilizacion del nitrégeno de la alfalfa (Malysheva
etal., 2023). Ademas, su alto contenido de lévanos, conformados por unidades de fructosa
como carbohidratos de reserva, presentes en los tallos y las vainas de las hojas (Oner et
al., 2016), constituye una fuente de energia importante para los microorganismos del
rumen que mejora la fermentacion ruminal (Hall & Weimer, 2016), con una mayor
eficiencia en el ganado vacuno que en el ovino, posibilitando un mejor uso del nitrégeno

de la dieta (Weinert-Nelson et al., 2023).
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4.3. EXCRECION DE NITROGENO EN LA ORINA

El peso vivo fue similar entre ambos grupos de vacas, con un promedio de 528.4
+ 58.9 kg para las vacas alimentadas con alfalfa y 555.0 + 49.5 kg para las alimentadas
con alfalfa-dactilis, mientras que la concentracion de MUN fue diferente, 26.4 + 4.2

mg/dL y 22.2 + 2.8 mg/dL, respectivamente.

A partir de la informacién previa y el modelo de prediccion utilizado, la excrecion
del nitrégeno en la orina fue diferente (p < 0.05) entre las vacas consumiendo los
cultivares, con un promedio de 363.9 + 76.0 g/dia para las vacas alimentadas con alfalfa
y 318.5 + 50.6 g/dia para las alimentadas con alfalfa-dactilis, con un evidente efecto del

tipo de cultivar en la excrecion de NU.

Tabla 5
Nitrogeno en la orina (NU, g/dia) de vacas alimentadas con alfalfa y alfalfa-dactilis,

estimado a partir del nitrégeno ureico en la leche (MUN)

Variables Alfalfa Alfalfa-dactilis p-valor
Peso de las vacas, kg 528.4 +£58.9 555.0 £ 49.5 0.1910
IMS, kg/dia 1421+1.31 16.77 £1.10 <.0001
PC, g/100 g MS 242+3.1 20.3+£4.0 <.0001
NU, g/dia (N total) 363.9+76.0 318.5+50.6 0.0319

NU: nitrdgeno en la orina (N total).

La orina es la principal via de excrecion del exceso de N en el organismo de la
vaca lechera, cuya cantidad puede variar de 6.8 a 21.6 g/L, la mayor parte de este N (entre
50% y mas del 90%) se encuentra en forma de urea, cuya excrecion disminuye cuando se
reduce la ingesta de nitrdgeno o se incrementa la ingesta de energia; el restante incluye
los derivados de purina, relacionada con la sintesis de proteinas microbianas del rumen,

acido hipdrico, relacionado con la concentracion dietética de acidos fendlicos
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degradables, creatina y creatinina (Dijkstra et al., 2013). Una simple miccién de una
vaquilla contiene 4.4 (0.9-13.2) g Nkg*, formado por nitrdgeno ureico (UUN, 69%),
alantoina (7.3%), acido hipdrico (5.8%), creatinina (3.7%), creatina (2.5%), acido Urico
(1.3%), xantina mas hipoxantina (0.5%), N de aminoéacidos libres (1.3%) y N de

amoniaco (2.8%) (Hoogendoorn et al., 2010).

Las vacas lecheras tienen dos vias principales fuentes que generan N-NHs en su
organismo. La primera corresponde al exceso de N-NHs absorbido en el rumen, como
consecuencia del ineficiente uso microbiano; la segunda, al N-NHs que desprende la
desaminacion de los aminoacidos absorbidos, para su uso como fuentes de energia (Tan
& Murphy, 2004). Ambas fuentes de N-NHz son convertidas en urea por el higado, siendo
la urea el producto circulante en la sangre como BUN, que en vacas lecheras se excreta
por tres vias: 1) el reciclaje de urea por saliva y rumen, las mismas que retornan N al
organismo para su reutilizacion; 2) la excrecion de urea por la leche, lo que se denomina
el nitrogeno ureico en la leche (MUN), que en vacas lecheras representa menos del 1%
de la urea circulante en la sangre, pero altamente correlacionada al contenido de proteina
de la racion (Maskal'ova et al., 2022); y 3) la excrecion de urea por los rifiones, lo que se
denomina nitrégeno ureico en la orina (UUN), siendo esta la principal via de excrecion
del exceso de nitrogeno del metabolismo (Schrade et al., 2023). La magnitud de la
produccion de urea en el higado depende del consumo de proteina en la dieta, mientras
que el egreso renal como UUN es proporcional a las concentraciones de BUN, MUN y el
contenido de PC en la dieta (Burgos et al., 2007), muy inestable en la orina y, por lo
general, representa alrededor del 77 % del nitrgeno total en la orina de una vaca lechera

en periodo de lactancia (Bougouin et al., 2022).

Las dietas deficientes en N, por ausencia de concentrados ricos en proteinas, se

manifiestan con bajo consumo de materia seca, baja produccion de leche, y pérdidas
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minimas de N en heces y orina (Ferreira et al., 2023); mientras que las dietas bien
balanceadas, tienen pérdidas de N, cuantitativamente importantes, siendo mayor cuando
la ingesta excede los requerimientos. Los sistemas lecheros daneses evidenciaron el flujo
anual de N en vacas lecheras, donde una vaca que produce anualmente 6250 kg de leche,
consume 175 kg de N en la dieta, incorpora 33 kg en la leche y 4 kg en los tejidos, y
excreta 55 kg en heces y 88 kg en orina (Tamminga, 1992), evidenciando que solo el 21%
del N ingerido en la dieta se incorpora en la leche y los tejidos, excretandose el restante

79% (29% en heces y 50% en orina), siendo la orina la mayor via de excrecion.

Las heces y la orina son las vias principales de excrecion del N en los rumiantes,
siendo la excrecion fecal relativamente constante, mientras que la excrecion en la orina
es directamente proporcional a los niveles de MUN; por lo que MUN se constituye en un
predictor Gtil para el monitoreo de la excrecion de N en las vacas lecheras (Jonker et al.,

1998).

El exceso de N excretado por los animales es un gran problema aun cuando estas
excretas son utilizadas en el campo ya que mas de un tercio del N aplicado en forma de
estiércol se pierde en forma de NHs , HNOs y N20 entonces estos causan acidificacion,
eutrofizacion y muchos cambios en el medio ambiente que van aumentando cada vez mas
y mas, por tanto surge la idea necesaria de hacer una optimizacion reductora del uso de

N en la nutricion y también por supuesto en el uso de fertilizantes (Lautrou et al., 2022).

El estudio no considerd las pérdidas de nitrégeno en heces; sin embargo, los
estudios realizados por métodos de balance de masa de nitrégeno, estimaron para las
vacas lecheras y ganado de engorde, pérdidas diarias de nitrégeno amoniacal (N-NHs)
que varia entre el 25y el 50% del nitrégeno excretado en el estiércol; asi mismo, el ganado

alimentado con dietas tipicas de engorde excreta mas N en la orina (40-70%) que en las
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heces (30-50%) (Hristov et al., 2011), las mismas que representan ineficiencia de uso del
N, y que aumentan en una relacién directa con el consumo de N en la dieta, formando

parte de la contaminacion del aire, agua y suelo (Dijkstra et al., 2013).

Las excretas del ganado contribuyen a las emisiones de amoniaco (NHz) y 6xido
nitroso (N20) que contaminan el aire atmosferico, y la lixiviacion de nitratos (NOz) en el
suelo que contaminan las aguas subterraneas; sin embargo, las mediciones a gran escala
de las emisiones de nitrogeno en las excretas del ganado de las granjas lecheras, o la
medicion de UUN es una tarea laboriosa, costosa y poco practica, por lo que MUN se
considera como un buen predictor de la excrecion de UUN de las vacas lecheras (Ciszuk
& Gebregziabher, 1994), y el uso de modelos de prediccion se constituye en una
herramienta Gtil para las estimaciones de las excreciones de N en orina y heces (Bougouin
et al., 2022), por lo que las estimaciones realizadas de NU en este trabajo pueden
considerarse de utilidad, aunque pueden variar por efecto del consumo de agua, la
produccion de orina, el nivel de proteina en la dieta, el peso corporal y el tiempo y la

frecuencia de la alimentacion y el ordefio (Spek et al., 2013).

La alfalfa en monocultivo, como se evidencid, tiene exceso de nitrogeno y
limitada disponibilidad de energia, por lo que las bacterias del rumen no pueden capturar
el nitrégeno amoniacal (N-NHs) que genera la fermentacion de la proteina, ni convertirlo
en proteina microbiana, absorbiéndose el exceso a través del rumen (Tan & Murphy,
2004): La alfalfa asociada con dactilis en cambio, por la presencia del dactilis, contribuye
con un alto contenido de azucares totales de alta solubilidad (15%), como fuente de
energia para la fermentacién microbiana en el rumen, mejorando la utilizacion del N de
la alfalfa (Malysheva et al., 2023), disminuyendo la concentracion de MUN y la excrecion
de UUN en la orina, con lo que mejora la eficiencia de uso del N (Weinert-Nelson et al.,

2023).
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El exceso de amoniaco circulante en la sangre puede ser tdxico, por lo que el
higado lo convierte en urea, a fin de prevenir la toxicidad. La urea formada en el higado
ingresa a la circulacion sanguinea y se difunde a los liquidos corporales, formando BUN
y MUN, luego se excreta a través de la orina y la leche. Ambos niveles de BUN y MUN
estan altamente correlacionados, siendo los valores de MUN representativos de los
niveles de BUN, por lo que MUN es un indicador clave para el monitoreo de la nutricion

proteica de las vacas y la excrecion de N al medio ambiente (Dijkstra et al., 2007).

Los estudios indican que la dieta tiene efectos sobre la composicion de la orina de
las vacas y las emisiones de N20. Los altos niveles de minerales en la dieta aumentan el
volumen de orina que conduce a una menor concentracion de nitrégeno en la orina, asi
como a una menor concentracion de urea en el plasmay la leche. En el ganado lechero
en lactacion, la variacion en el volumen de orina afecta la relacion entre la urea en la leche
y la excrecion urinaria de nitrégeno, lo que dificulta el uso de la urea en la leche como un

indicador preciso de la excrecién urinaria de nitrogeno (Dijkstra et al., 2013).

La medicion de UN, mas que UUN, es quiza la mas preferida para la evaluacion
de las pérdidas urinarias de nitrégeno; sin embargo, su determinacion es un procedimiento
poco frecuente en los entornos clinicos, puesto que requiere del método Kjeldahl o la
Quimioluminiscencia, cuyas posibilidades logisticas limitadas debidas a las restricciones
del uso de reactivos controlados dificultan su uso (Spek et al., 2013a), por lo que la
medicion de UUN es un buen referente para el monitoreo de la nutricion proteica de la

vaca lechera.

La descomposicion de la urea en el suelo contribuye con las emisiones de N que
volatiliza como amoniaco (NHs), 6xido nitroso (N20), y dinitrégeno (N2) al aire

atmosferico, lixivia nitrato (NOs) a las aguas subterraneas y particulas de N a las aguas
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superficiales (Aguirre-Villegas & Larson, 2017), por lo que la reduccion de la excrecién
de nitrogeno (N) en las operaciones lecheras se ha convertido en un area importante de

interés a fin de reducir su efecto ambiental (Wattiaux et al., 2019).

El amoniaco (NHs) es el principal gas que desprende de la descomposicion de las
excretas animales, en una relacion directa con la evaporacion del agua, siendo el estiércol
liquido el que evapora 4 veces mas NHs que el estiércol solido. EI NH3 contamina el aire
y dafia la salud del ganado en los establos, incluso a bajas concentraciones (10 mg m™3),
con efecto irritante sobre las membranas mucosas del tracto respiratorio y los ojos, por lo

que se debe reducir si la concentracion supera 20 mg m3 (Bleizgys & Naujokiené, 2023).

El oxido nitroso (N20) es el gas de efecto invernadero que desprende la
fermentacion del nitrogeno ureico de las excretas animales en el suelo, donde los parches
de orina del ganado rumiante en pastoreo son las mayores fuentes de emision (Chadwick
et al., 2018), y los microorganismos del suelo, a través de procesos de nitrificacion y
desnitrificacion del ciclo del N, transforman la urea en o0xido nitroso (Thers et al., 2020;
Xu et al., 2020); y como tal, es un gas que contamina el atmdésfera, cuya concentracion el
afio 2021 alcanz6 334.5 ppb, con un incremento de 124% con relacion a los niveles
preindustriales, antes de que las actividades humanas comenzaran a alterar el equilibrio
natural de estos gases en la atmosfera (WMO, 2022), contribuyendo al calentamiento
global, con una vida media de ~120 afios y un potencial radiativo de 300 en un horizonte
de 100 afios, ademas de contribuir con el agotamiento del Os de la estratosfera (Griffis et

al., 2017).

La excrecion de nitrogeno en la orina varia tremendamente a la excrecion de
nitrogeno en las heces, por lo que se puede manipular las dietas para reducir la excrecion

urinaria de nitrogeno. La reduccion del contenido de nitrégeno en la dieta y una mejor
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adecuacion entre el nitrogeno en la dieta y la disponibilidad de energia son factibles para
mitigar las pérdidas urinarias de nitrogeno, por lo que la reduccion de la produccién de
nitrégeno en la orina del ganado es fundamental para reducir las emisiones de N20 y

lograr una produccién ambientalmente sostenible (Dijkstra et al., 2013).

El tipo de suelo y el régimen hidrico de los suelos son los otros factores con efecto
en las emisiones de N20. Los suelos del altiplano estan formados por carbonato de calcio
(CaCO0s) procedente de la descomposicion de la roca madre formada por piedra caliza,
con una humedad asociada a la época de lluvias, siendo esta la de mayores emisiones de
N20 que la época seca y fria (Bahram et al., 2022), dado que las emisiones de 6xido
nitroso son impulsadas por la interaccion entre la humedad y la temperatura del suelo

(Brickman et al., 2024).

La alfalfa es una planta muy importante en la alimentacion de vacas lecheras, el
desarrollo ganadero la prosperidad econdmica y el bienestar social de la poblacién del
altiplano de los Andes de Per(; sin embargo, en monocultivo, tiene un alto contenido de
N que supera las demandas nutricionales de las vacas, elevando los niveles de MUN,
aumentando la excrecion de N en la orina que contamina el medio ambiente con 6xido
nitroso (N20), un poderoso gas de efecto invernadero de larga duracion, que esta
acumulandose en el aire atmosférico, con una tasa de 1,3 ppb afio?, habiendo

incrementado desde 270 ppb en el afio 1750, hasta 336 ppb en el 2022 (Tian et al., 2024).

Estos resultados son concordantes con trabajos donde la asociacion raigras-trébol
rojo constituye en una estrategia de alimentacion para reducir la excrecion de N y lograr
una mayor eficiencia en el uso de N para sistemas lecheros a pequefia escala (Celis-

Alvarez et al., 2021).
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V. CONCLUSIONES

PRIMERA: El nitrégeno total (NT) varia segtin el cultivar y el estado fenoldgico de la
planta, cuya materia seca contiene en promedio de 3.87 = 0.50% en alfalfa
y 3.25 £ 0.64% en alfalfa-dactilis, equivalentes a 24.2 £ 3.1y 20.3 £ 4.0%
de proteina total, respectivamente; con una produccion de proteina total de
0.99 £ 0.31 t/ha para alfalfa y 0.77 + 0.32 t/ha para alfalfa-dactilis, por
corte, respectivamente; con 4.95 + 1.57 t/ha para alfalfa, y 3.84 = 1.59 t/ha

para alfalfa-dactilis, por campaiia de 5 ciclos, respectivamente.

SEGUNDA: El contenido de nitrégeno ureico en la leche (MUN) de las vacas lecheras
varia segun el tipo de cultivar consumido, con valores de 26.53 + 3.64
mg/dL para alfalfa, y 22.37 + 2.71 mg/dL para alfalfa-dactilis, los mismos
que son 1.9 y 1.6 veces mas altos que los niveles recomendados en vacas

lecheras, respectivamente.

TERCERA: El nitrogeno de la orina (NU) de las vacas lecheras varia segun el tipo de
cultivar consumido, con valores de 363.9 + 76.0 g/dia para alfalfa, y 318.5
+ 50.6 g/dia para alfalfa-dactilis, los mismos que son contaminantes

potenciales para las emisiones de amoniaco, 6xido nitroso y nitratos.

CUARTA: A nivel general se concluye que la alfalfa en monocultivo contiene
mayores niveles de nitrégeno total que la alfalfa asociada con dactilis,
genera mayores niveles de MUN en vacas lecheras y una mayor excrecion
de nitrégeno en la orina, que puede afectar la reproduccion de las vacas

lecheras y la salud del medio ambiente.
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V1. RECOMENDACIONES

PRIMERA: Investigar el efecto del nitrogeno de la alfalfa dormante W350 en el

desempeifio productivo de las vacas lecheras.

SEGUNDA: Investigar el efecto del nitrogeno de la alfalfa dormante W350 en el

desempefio reproductivo de las vacas lecheras.

TERCERA: Investigar el efecto del nitrogeno de la alfalfa dormante W350 en las

emisiones de amoniaco, 6xido nitroso y nitratos.

CUARTA: Alimentar vacas lecheras con alfalfa asociada con dactilis a fin de

optimizar el uso del nitrogeno por los animales.
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UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ANEXO 2. Nitrégeno ureico en la leche (MUN) de vacas alimentadas con alfalfa y

alfalfa-dactilis (Marzo 2024)

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE ZOOTECNIA-Departamento de Produccion Animal

Laboratorio de Leche v Carnes
Telefonos: 6i4--Boo Anexos 3o00/353 Telefax: 340-5761

“Afio del Bicentenario de la consolidacion de nuestra independencia, y de
la conmemoracion de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

ILLP& Urea - mg100mil
ordefio
Descripcion Manana Tarde completa
Carla 3027 30.74 31.36
Raquel 24 33 2351 2251
Candy 25.79 25.56 26.15
Gringa 2073 21.96 2111
Galaxia 23 64 2549 2322
Sancha 36.14 22.22 30.03
Peta 20.34 2095 18971
Gaby 31.38 327 3232
Yudi 26.17 2846 28.21
Rita 2577 2506 2564
Galani 2231 214 2186
MNueva 32.02 3143 32.05
Marleni 284 2918 2B.67
Blanca 36.01 2061 294
Orejona 277 2555 25.05

INIA Urea - mg100m| S

ordefio ] -
Descripcion Mafiana | Tarde completo B W
799 2191 2841 2574 b e
892 20.76 21.06 2201
901 2166 2261 22.03
837 6.75 27.26 1554
874 236 265 2651
828 1591 2332 21.22
BaE 2144 23.14 20.89
893 19.13 21.16 21.85
858 21.18 2781 2377
B13 1723 2215 2027
861 16.82 2258 2041
705 2087 2783 2355
781 2479 26.29 2599
885 18.07 1238 2087
764 2065 | 2184 2158
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ANEXO 3. Secuencia fotografica de la alfalfa y alfalfa-dactilis (Nov. 2023 - Jun. 2024)

Alfalfa: Centro Experimental Illpa (UNA-Puno

Alfalfa-dactilis: Estacion Exgerimental Illﬁa (INIA)

tgny

# 3 i 2

Foto 7. Ciclo Il, 2da floracion psdomanci (20/12/2023) Foto 8.Ciclo Il, 2da floracion pordormancia (20/12/2023)
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Foto 16. Ciclo V, crecimiento (16/06/2024)

" Foto 15. Ciclo V,creumlento (1606/2024
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1
Foto 22. Registro de peso de materia fresca

REDMI NOTF 11 | ANALI GOMFL 08/11/2023 16:10

Foto 24. Seleccion de la muestra fresca para analisis

Foto 23. Peso de materia fresca procedente del cuadrante
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Determinacion de la humedad y materia seca de las muestras

!

REDMINOTF w&x‘t}u GO 08/11/2023 16:16

TE4101 ¥ sartorius,

are

Max 41009 d=0lg

REDMI NOTF 11 | ANALI GOMFI

Foto 27. Peso de papel + materia fresca

Foto 32. Molino de corte con criba de 1.5 mm

Foto 31. Rotulado de muestras para analisis
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Anélisis de nitrdgeno total de las muestras: método Kjeldahl

BRANZ,
&, Tieq

< ——

'Foto 34. Preparacion de balones para nitrégeno Kjeldahl
. ] :

REDMI NOTE 11 A&L GO EL 15¢11/2023 1237

Foto 36. Sulfatacion del N de las muestras [(NH,),SO,4

T L ANALIGOMEL e =
Foto 35. Digestiég Kjeldahl de las muestras
N -

Lk GEMEL 18/11/2023 11:27

Foto 37. Destilacion Kjeldahl [(NH,),SO,] Foto 38. Titulacion Kjeldahl [(NH4)3BO3]
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Foto 45. Registro de peso vivo de vacas (CE-1llIpa Foto 46. Registro de peso vivo de vacas (EE-IlIpa)

- |
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Ordefio y muestreo de leche para analisis de nitrdgeno ureico en leche (MUN)

 Foto 47. Orde

ce—

bl

Foto 52. Muestras de leche en caja de poliestireno (tecnopor)

-
- — A

M

Foto 53. Paquete con muestras de leche con destino a Lima

Foto 54.Traslado de muestras de leche a Lima
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Analisis de nitrégeno ureico en la leche (MUN): Laboratorio de Leches UNALM

SE S

a4 pF ‘; 28
St by

S e O G ¢

O L VISES U d

T T

it
Foto 57. Muestras de leche para analisis de MUN

Foto 59. MikoScan Foss 4000 (FTIR

Foto 62. Resultados de MUN de las muestras de leche

Foto 61. Muestra de leche en proceso de analisis MUN
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ANEXO 4. Anélisis de varianza de doble via de alfalfa y alfalfa-dactilis segin estado

fenoldgico [rebrote, crecimiento, inicio de floracién (o punto de corte)]

4.1 ANOVA de contenido de nitrégeno total (% MS)

ANOVA Summary

Source SS | df | MS F P
Rows 15.31| 2 |7.65]| 38.2 | <.0001
Columns| 8.49 | 1 |8.49|42.37|<.0001
rxc 232 | 2 |1.16]| 5.79 | 0.0037
Error 34.86|174| 0.2 |

Total 70.98|179

Critical Values for the Tukey HSD Test

HSD['°5] | HSD['°1] |HSD=the absolute [unsigned] difference between any two
Rows [3 0.2 0.24 means (row means, column means, or cell means) required
(3] 4 for significance at the designated level: HSD[.05] for the
Columns [2] 0.14 0.18 .05 level; HSD[.01] for the .01 level. The HSD test between
row means can be meaningfully performed only if the row
Cells [6] 0.37 0.44 effect is significant; between column means, only if the

4 column effect is significant; and between cell means, only if
the interaction effect is significant.

4.2 ANOVA de produccion de nitrégeno total por campafia de 5 ciclos (t/ha)

ANOVA Summary

Source SS | df | MS

Rows 2.19 | 2 | 1.1 |22.02|<.0001

Columns| 1.49 | 1 |1.49|29.96|<.0001

rxc 0.07 | 2 |0.03| 0.69 |0.5029
Error 8.66 |174|0.05
Total 12.65|179

Critical Values for the Tukey HSD Test

HSD[.05] |HSD[.01]

HSD=the absolute [unsigned] difference between any two

0.12 means (row means, column means, or cell means) required
for significance at the designated level: HSD[.05] for the

0.09 .05 level; HSD[.01] for the .01 level. The HSD test between

Rows [3] 0.1
Columns [2] 0.07
Cells [6] 0.19

row means can be meaningfully performed only if the row
0.22 effect is significant; between column means, only if the

column effect is significant; and between cell means, only if
the interaction effect is significant.

4.3 ANOVA de produccidn de proteina total por campafia de 5 ciclos (t/ha)

ANOVA Summary

Source SS df | MS

Rows 85.63 | 2 |42.81|22.04|<.0001

Columns| 58.31

58.31|30.01|<.0001

rxc 2.66 2] 133

0.68 | 0.508

Error 338.07(174| 1.94

Total 493.84|179

Critical Values for the Tukey HSD Test

HSD[.05] |[HSD[.01] |

HSD=the absolute [unsigned] difference between any two

means (row means, column means, or cell means) required
Rows 9] G 0.76 | for significance at the designated level: HSD[.05] for the
Columns [2] 0.43 0.56 .05 level; HSD[.01] for the .01 level. The HSD test between
< row means can be meaningfully performed only if the row
Cells [6] 1.16 1.37  |effect is significant; between column means, only if the

{ column effect is significant; and between cell means, only if
the interaction effect is significant.
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ANEXO 5. Declaracion jurada de autenticidad de tesis

| Repositorio
| Institucional

3 ¥ | Universidad Nacional | Vicerrectorado
l ’ del Altiplano Puno de Investigacion

DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS

Por el presente documento, Yo /?u// //MZ' 4»16/ //h’wf’l

identificado con DNI_Z2458¢%y O en mi condicion de egresado de:
Z Escuela Profesional, O Programa de Segunda Especialidad, O Programa de Maestrfa o Doctorado

/7/&0{&}150 %/ZVZ;MTZ& L/}’ ,%oﬂ‘/zm‘a.

informo que he claborado el/la O Tesis o O Trabajo de Investigacién denominada:

i de Ja _indmic e/ nifdaeno e la 004646

[Z4
otmande  W350 __en  mowouls ¥ wlpro  gmouady en
acas /tc/mv %

Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académi profesionales, de
investigacion o similares, en el pais o cn ¢l extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo ¢l contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracién, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las

sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Cédigo Civil y Normas Legales conexas por el

incumplimiento del presente compromiso
puo_AD  de_ ngremébro del 20.24

3

/~FIRMA/ (obligatprfa Huella
ks
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ANEXO 6. Autorizacidn para el depdsito de tesis en el repositorio Institucional

e | 'y
= | Universidad Nacional ol Vicerrec l«.n.uin | Repositorio
1 del Altiplano Puno A de Investigacion RS Institucional
- —

AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE
INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO INQTITU(‘IONAI

Por ¢l presente documento, Yo _/ d% M[ ,4/ rzm
identificado con DNI__72/58%%0 en mi condicion de egresado de:

X Escuela Profeslonal/zgrlma de Segunda Fspecialldnd O Programa de Maestria o Doctorado

]ZZeo/cma ynaviee 1 coodonia

nformo que he elaborado el/la O Tesis oﬁ Trabsuo de Investigacién denominada: /
a

barluacion & u dinamica  ddf m#ﬂqano e
ﬂ//é'/ré Shrmank _W3I50 _en  monoaulo /‘/q w0

wmadé on tacas /ecA»aJ

para la obtenciéon de OGrado, X Titulo Profesional o ] Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, tinico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos, los
productos y/o las creaciones en general (en adelante, los **Contenidos™) que serdn incluidos en el repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy scguridad de que los contemdos entregados se encuentran libres de toda contrasefa,
restriccion o medida tecnoldgica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer. descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacion alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Aluplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia ¢ Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacién con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por ¢l tiempo de duracion de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendra la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacién alguna y sin derecho a pago de contraprestacién, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Republica del Pera
determinen, a nivel mundial, sin restriccién geografica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, e incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del piblico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: hitps://creativecommons.org/licenses by-nc-sa/4.0/

En senal de conformidad, suscribo el presente documento,

piibe . 4D 5 4wmm40 del 20.29
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repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
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