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RESUMO GERAL

A substituicdo de farelo de soja por farelo de canola na dieta pode gerar maior
suprimento de proteina ndo degradada no rimen e maior fluxo de aminoacidos
metabolizaveis para vacas leiteiras, aumentando a producdo de leite e seus
componentes, e a eficiéncia do uso de nitrogénio. Ademais, pode melhorar a
qualidade oocitaria por reduzir os teores de nitrogénio no plasma (NUP) e fluido
folicular, e aumentar a atividade de enzimas antioxidantes no fluido folicular. O objetivo
da tese foi avaliar o desempenho leiteiro e a qualidade oocitaria de vacas alimentadas
com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja. Trinta vacas Holandés-Gir
(168 £ 66 dias em lactacédo) foram blocadas pelo grau de sangue (3/4, 5/8 e 7/8),
paridade (1 e = 2 partos) e produgcdo de leite em delineamento em blocos
casualizados, e alocadas a um dos tratamentos: (1) dieta com farelo de soja (FS; n =
15) e (2) dieta com farelo de canola (FC; n = 15) por oito semanas. A aspiracao folicular
foi realizada em 19 vacas (FS: n=8e FC: n=11) com intervalo de 15 dias. A producgéo
de leite (13,1 kg/d) e o consumo de matéria seca (16,2 kg/d) néo diferiram (P = 0,21)
entre os tratamentos. A digestibilidade da matéria organica e da fibra em detergente
neutro, e o teor de gordura no leite foram menores (P < 0,03) e de sélidos totais tendeu
(P =0,06) a ser menor no grupo FC do que no FS. O teor de nitrogénio ureico no leite
(NUL) foi menor no grupo FC do que no FS (13,1 vs. 16,3; P < 0,01). O peso corporal
foi maior (561 vs. 544 kg; P =0,01) e o escore de condicdo corporal tendeu a ser maior
(3,1 vs. 3,0; P =0,10) no grupo FC do que no FS. A frequéncia de refei¢cdes, o tempo
de ruminacdo na posicdo deitada e a propor¢cdo de consumo pela manha foram
maiores no grupo FC do que no FS (P = 0,01). Os teores de glicose, NUP e de
nitrogénio no fluido folicular, a particdo do nitrogénio ingerido entre leite, urina e fezes,
a producéo de proteina microbiana, a qualidade oocitaria e a atividade de enzimas
antioxidantes no fluido folicular ndo diferiram (P = 0,12) entre os tratamentos. A
utilizagédo de farelo de canola ndo afetou o desempenho leiteiro, 0 metabolismo de
nitrogénio e a qualidade oocitaria, mas reduziu o teor de gordura e de NUL, e

aumentou o peso corporal das vacas.

Palavras-chave: coprodutos; proteina dietética; nitrogénio; gordura do leite; enzimas
antioxidantes.



GENERAL ABSTRACT

Replacing soybean meal with canola meal in dairy cow diets may enhance the supply
of rumen undegradable protein and increase the flow of metabolizable amino acids,
potentially improving milk production and its components while increasing nitrogen
utilization efficiency. Additionally, the use of canola meal in diets may improve oocyte
quality by reducing blood and follicular fluid nitrogen concentrations and increasing the
activity of antioxidant enzymes in the follicular fluid. The main objective of the thesis
was to evaluate the lactational performance and oocyte quality of dairy cows fed canola
meal as a replacement for soybean meal. Thirty Holstein-Gir crossbred dairy cows
(168 £ 66 days in lactation) were blocked by genetic composition (3/4, 5/8, and 7/8),
parity (1 and = 2 calvings), and milk yield in a randomized block design. Cows were
assigned to treatments: (1) soybean meal diet (SBM; n = 15) and (2) canola meal diet
(CM; n = 15) for eight weeks. Follicular aspiration was performed biweekly on 19 cows
(SBM: n = 8; CM: n = 11). Milk yield (13.1 kg/d) and dry matter intake (16.2 kg/d) did
not differ between treatments (P = 0.21). The digestibility of organic matter and neutral
detergent fiber, and the milk fat content were lower (P < 0.03), and total solids content
tended (P = 0.06) to be lower in cows fed CM compared to SBM. Milk urea nitrogen
was lower (P < 0.01) in cows fed CM compared to SBM (13.1 vs. 16.3 mg/dL). Body
weight was greater (561 vs. 544 kg; P = 0.01) and BCS tended to be greater (3.1 vs.
3.0; P = 0.10) in cows fed CM compared to SBM. Meal frequency, rumination time
while lying down and the proportion of daily intake in the morning were greater (P =
0.01) for cows fed CM than SBM. Plasma and follicular fluid metabolites, nitrogen
partition, microbial protein yield, oocyte quality, and follicular fluid activity of antioxidant
enzymes did not differ between treatments (P = 0.12). Canola meal did not affect
lactational performance, nitrogen metabolism, and oocyte quality but decreased milk

fat content and milk urea nitrogen and increased the body weight of the cows.

Keywords: coproducts; dietary protein; nitrogen; milk fat; antioxidant enzymes.



INDICADORES DE IMPACTO

Nos sistemas de producgéo de leite, busca-se cada vez mais a utilizacdo de dietas que
melhorem a producdo, reproducdo e saude dos animais, com 0 minimo impacto
ambiental possivel. Nesse contexto, os estudos acerca da utilizacdo de fontes
proteicas que possam otimizar o uso do nitrogénio sem comprometer o desempenho
produtivo e a reproducdo geram impactos consideraveis nas areas econdémica, social,
tecnoldgica e cultural. No ambito econdmico, pode contribuir para a utilizacdo de uma
fonte proteica menos onerosa na dieta, que oferece resultados semelhantes ou até
superiores aos da fonte proteica convencional. Dessa forma, pode impactar
socialmente por propiciar melhoria da producéo de leite, especialmente por pequenos
produtores, contribuindo para o crescimento deste setor, que € representativo na
geracdo de empregos e de renda no pais. No ambito de conhecimento cientifico e
tecnolégico os resultados deste estudo contribuem para a melhor compreenséo
acerca dos mecanismos relacionados a otimiza¢do do uso de nitrogénio por vacas
leiteiras e seu impacto na producéo e na reproducédo destes animais. Além disso, a
menor excrecdo de nitrogénio no leite implica na possibilidade de producéo de leite
com menor excrecdo de nitrogénio para o0 meio ambiente. Diante da necessidade de
atender a um mercado consumidor cada vez mais exigente em termos de impacto
ambiental, este é outro impacto positivo da pesquisa. Sob o aspecto cultural, a
pesquisa pode contribuir para um conceito mais sustentavel de pecuéria leiteira, tanto
do ponto de vista econbmico quanto ambiental, o que ajuda a melhorar a percep¢ao
da producéo leiteira pela sociedade.

IMPACT INDICATORS

In dairy production systems, there is an increasing focus on the use of diets that
improve production, reproduction, and health, with minimal environmental impact. In
this context, studies on the use of protein sources that can optimize nitrogen utilization
without compromising productive performance and reproduction have significant
impacts on the economic, social, technological, and cultural areas. From an economic
standpoint, it may contribute to the use of a more affordable protein source in the diet,
which offers results like or even better than those of conventional protein source.
Socially, it can impact the improvement of milk production, especially by small-scale
farmers, contributing to the growth of this sector, which plays a significant role in
employment and income generation in the country. In terms of scientific and
technological knowledge, the results of this study contribute to a better understanding
of the mechanisms related to optimizing nitrogen use by dairy cows and its impact on
their production and reproduction. Furthermore, the lower nitrogen excretion in milk
suggests the potential for producing milk with less nitrogen waste for the environment.
Given the increasing demand for environmentally conscious products, this is another
positive outcome of the research. From a cultural perspective, the research can
contribute to a more sustainable concept of dairy farming, both economically and
environmentally, which enhances society's perception of dairy production.



Lactational performance and oocyte quality of dairy cows fed canola meal in
replacement of soybean meal

Elaborated by Leticia R. Faria and advised by Dra. Nadja G. Alves

In dairy production systems, there is an increasing emphasis on diets that improve
production, reproduction, and animal health, while minimizing environmental impact.
Soybean meal is the most used protein source in the diets of dairy cows. This protein
source has high ruminal degradability and does not provide an ideal supply of amino
acids for dairy cows due to its low methionine content. Excess nitrogen can be
detrimental to animal reproductive performance and the environment. Replacing
soybean meal with canola meal, which has lower ruminal degradability and higher
methionine content, may improve dairy cow nutrition and oocyte quality. The objectives
of this study were to evaluate lactational performance, feeding behavior and
rumination, utilization and partition of dietary nitrogen, and oocyte quality in crossbred
dairy cows (Holstein-Gir) fed canola meal as a replacement to soybean meal. In
general, the results of this study indicated that canola meal supports similar dry matter
and nutrient intake, as well as milk yield, compared to soybean meal. Canola meal in
the diets reduced nitrogen excretion in milk and had no effect on blood or follicular fluid
metabolites. Oocyte quality was not affected by replacing soybean meal with canola
meal. Cows fed canola meal had lower milk fat content and higher body weight, which
associated with decreased nitrogen excretion, suggests that nitrogen utilization was
optimized in low-yielding crossbred dairy cows.

Lactational performance and oocyte quality of dairy cows fed canola meal in replacement of soybean meal
(Faria et al., 2024)

” When fed canola meal, cows had:
30 crossbred Randomized block design ~ Dry matter intake

Holstein-Gir cows Milk yield
1€ DIM)
kg BW) Body weight
(1.7 75 kg MY)
) Urine and fecal nitrogen excretion
Ingredients. % of DM Soybean meal  Canola meal Blood and fellicular fluid nitrogen and glucose
Corn silage 701 70.1 Oocyte quali
Soyhulls 6.4 341 e Yy
Ground corn 96 9.6
Soybean meal 11.3 - Milk urea nitrogen
Canola meal - 14.7 )
Urea 0.7 0.7 Milk fat content
Limestone 02 0.2
Minerals and vitamins 1.7 1.7
Composition, % of DM R
DM, % of as-fed 42.0 45.2 Body weight
Crude protein 16.1 16.2
Starch 251 251 Msal frequency
Neutral detergent fiber 46.6 47.2 Rumination time while lying down

[ TAKE HOME MESSAGES ]

= Canola meal can support similar DMI, and milk yield compared to soybean meal in the diet.
- Canola meal did not affect plasma glucose, urea-N and BHB, and follicular fluid glucose and urea-N, N partition and oocyte quality.

+ Canola meal decrease milk fat content associated with greater BW and decreased MUN, indicating that nitrogen use was optimized in low-yielding
crossbred dairy cows.

Figure 1. Effects of feeding canola meal as a replacement of soybean meal on
lactational performance and oocyte quality of dairy cows.

PhD Thesis in Animal Science at UFLA, defended on December 03, 2024.
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1. INTRODUCAO GERAL

A nutricdo proteica de vacas leiteiras tem focado no balanceamento de dietas
com perfil adequado de aminoacidos com o objetivo de reduzir o teor de proteina bruta
na dieta, maximizar a producéo de leite e de proteina do leite, melhorar a eficiéncia
de uso do nitrogénio, reduzir os custos alimentares e minimizar o impacto ambiental
(Schwab; Broderick, 2017). Ademais, esse conceito se alinha a abordagem de
favorecer a reproducéo de vacas leiteiras por limitar problemas causados pelo alto
teor de nitrogénio ureico no plasma (NASEM, 2021) e pela acdo dos aminoacidos no
sistema reprodutivo (Grobner, 2011; Read et al., 2021).

A principal fonte proteica utilizada na dieta de vacas leiteiras é o farelo de soja
(Huhtanen; Hetta; Swensson, 2011; Canola Council of Canada, 2019). Essa fonte
proteica é considerada de alta degradabilidade ruminal (NASEM, 2021) e ndo atende
o ideal suprimento de aminoacidos para vacas leiteiras, visto que contém baixo teor
de metionina (Schwab, 2010). Nesse sentido, a utilizacdo de fontes proteicas com
maior teor de proteina ndo degradada no rimen (PNDR) e perfil de amino&cidos que
atenda as exigéncias nutricionais pode ser uma estratégia para suprir o0s aminoacidos
metabolizaveis para o animal.

Dentre as fontes proteicas vegetais utilizadas na alimentacéo de vacas leiteiras,
o farelo de canola tem se destacado como fonte promissora. Isso se deve ao aumento
na disponibilidade desse alimento, aos relatos de melhor desempenho produtivo e a
melhor eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio quando utilizado em substituicdo a outras
fontes proteicas vegetais (Martineau; Ouellet; Lapierre, 2013). Esses resultados sé&o
atribuidos ao perfil de aminoacidos do farelo de canola, que é a fonte proteica vegetal
com perfil de aminoacidos mais semelhante ao perfil de aminoécidos do leite (Evans;
Wood, 2023).

A utilizacdo do farelo de canola como fonte proteica na dieta pode aumentar o
teor de aminoacidos essenciais e reduzir o nitrogénio ureico no plasma de vacas
leiteiras, em comparacéo ao uso do farelo de soja (Martineau; Ouellet; Lapierre, 2013).
Os aminoacidos sdo componentes do fluido encontrado no trato reprodutivo da fémea
e podem beneficiar o desenvolvimento oocitario (Sinclair et al., 2008; Read et al.,
2021), embrionario (Grobner, 2011; Leese, McKeegan e Sturmey, 2021) e
estabelecimento da prenhez (Grobner, 2011). Por outro lado, o desenvolvimento

folicular e oocitario podem ser prejudicados por altas concentra¢des de ureia e amonia
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na circulacdo sanguinea, ja que este compostos sao considerados toéxicos para ambas
as estruturas (Butler, 1998; Sinclair et al., 2000; Santos et al., 2009; Raboisson et al.,
2017) e, pelo gasto energético para detoxificacdo da amonia a ureia no figado (Butler,
1998; Leroy et al., 2008; Almeida et al., 2021). Portanto, ao promover aumento dos
teores de aminoacidos e reducédo o nitrogénio ureico no plasma, a utilizacdo do farelo
de canola em substituicio ao farelo de soja pode contribuir para melhorar o
desempenho reprodutivo de vacas leiteiras.

O objetivo desse trabalho é avaliar o desempenho produtivo, comportamento
alimentar, utilizacao e particdo do nitrogénio, e a qualidade oocitaria de vacas leiteiras
mesticas (Holandés-Gir) alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo
de soja. A nossa hipétese geral é que a utilizacéo do farelo de canola na dieta melhore
o desempenho produtivo, a eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio, e a qualidade
oocitaria em vacas leiteiras mesticas (Holandés-Gir).

O primeiro capitulo da tese aborda a revisdo da literatura sobre o tema em
estudo. Este tépico se inicia com uma abordagem introdutéria a nutricdo proteica de
vacas leiteiras, destacando a importancia do balanceamento de dietas com um perfil
adequado de aminoacidos, com énfase na utilizacdo do farelo de canola, seguida por
um panorama historico da cultura. Em seguida, os principais trabalhos sobre a
utilizacdo do farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja na dieta de vacas
leiteiras sdo descritos, abordando aspectos como o consumo de matéria seca, a
producéo de leite e de solidos do leite, e a eficiéncia na utilizagdo do nitrogénio. Por
fim, o capitulo aborda a relacdo entre nutricdo proteica e reproducdo em vacas
leiteiras, com énfase na qualidade oocitaria e nas enzimas antioxidantes. No segundo
capitulo, os resultados e discussdes oriundos da pesquisa sdo abordados no formato
de artigo cientifico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. NUTRICAO PROTEICA NA DIETA DE VACAS LEITEIRAS

A proteina é um dos principais componentes da dieta que influenciam a
producdo de leite de vacas leiteiras. A proteina dietética se refere a proteina bruta,
medida pelo teor de nitrogénio dos alimentos multiplicado pelo fator de 6,25, visto que
a maioria das proteinas contém 16% de nitrogénio (Schwab; Broderick, 2017). A
proteina dietética fornece proteina na forma degradada no rimen (PDR) para a
sintese de proteina microbiana, e proteina na forma ndo degradada no rimen (PNDR)
para o suprimento de aminoacidos no intestino delgado (NASEM, 2021). A proteina
microbiana e a PNDR apo0s a digestao intestinal fornecem o pool de aminoacidos
disponiveis para serem utilizados pelos tecidos para as funcdes fisioldgicas,
denominada proteina metabolizavel. Os aminoacidos sdo o0s nutrientes que serao
absorvidos e utilizados para a mantenca, crescimento, reproducdo e lactacdo de
vacas leiteiras (NASEM, 2021). Os aminoacidos séo utilizados para a sintese proteica
e também para outras fungbes, atuando como substrato energético, na sintese de
moléculas antioxidantes (Leese; McKeegan; Sturmey; 2021) e de enzimas, citocinas
e hormdnios, além de contribuir para a multiplicacéo celular e as funcées metabdlicas
(Grobner, 2011; Coleman et al., 2020).

Até meados do século XX, acreditava-se que a qualidade da proteina dietética
nao tinha importancia na dieta, pois 0 suprimento de proteina de origem microbiana
era suficiente para atender as exigéncias de aminoacidos essenciais de vacas leiteiras
(Broderick, 2018). No final da década de 60 e inicio da década de 70, comecaram a
ocorrer evidéncias que vacas leiteiras poderiam ter deficiéncia de aminoacidos
especificos em dietas que antes eram consideradas com teor adequado de proteina
bruta (Broderick; Kowalczyk; Satter, 1970). Essa constatacdo foi feita devido ao
aumento da producdo de leite dos animais e varios estudos foram conduzidos nessa
época com vacas de produgcdo média diaria de 25 a 35 kg de leite, com o objetivo de
avaliar os efeitos da infusdo abomasal de aminoacidos na producdo de proteina do
leite (Schwab; Broderick, 2017). Broderick, Kowalczyk e Satter (1970) infundiram
caseina via fistula abomasal em trés vacas leiteiras com média de 31 kg de leite por
dia e observaram que mesmo com teor adequado de proteina bruta na dieta, as vacas

responderam positivamente a infusdo de caseina, com aumento de 0,11 kg por dia na
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producdo de proteina do leite e, embora sem efeito significativo; 1,6 kg por dia na
producdo de leite. Com base nessa resposta observada também em estudos
posteriores (Cohick et al., 1986; Guinard, Rulquin e Vérité, 1994), nutricionistas
reconheceram que, principalmente em animais mais produtivos, a sintese de proteina
microbiana ndo é suficiente para atender aos requerimentos de aminoacidos do
animal e que esses animais necessitam de aminoacidos essenciais fornecidos pela
fracdo PNDR da proteina dietética para a producao de leite (Broderick, 2018).

Na busca pela identificacdo de quais eram 0s aminoacidos essenciais
requeridos para a producéao de leite, Schwab, Satter e Clay (1976) determinaram que
0s aminoacidos lisina e metionina sdo 0s aminoacidos mais limitantes para vacas
leiteiras alimentadas com dietas a base de silagem de milho. Os aminoéacidos
limitantes sdo aqueles que sao ofertados em menor quantidade do que o requerimento
para determinada funcdo (Schwab; Ordway; Whitehouse, 2003). De acordo com 0s
autores, a lisina e a metionina foram definidos como os principais aminoacidos
limitantes para a producéo de leite, devido a baixa concentracéo desses aminoacidos
nos alimentos comumente utilizados nas dietas de vacas leiteiras em comparacao a
concentracdo na proteina microbiana e no leite. Esse conceito foi incorporado na
atualizacao do National Research Council (NRC) para gado de leite em 2001, no qual
foram identificadas as concentracdes ideais de lisina e metionina na proteina
metabolizavel a partir de curvas de dose-resposta, em que a concentracdo desses
aminoacidos na proteina metabolizavel foi relacionada a resposta em proteina do leite
(NRC, 2001). Nessa plotagem foram identificadas as concentra¢cdes 6timas de 7,2%
de lisina e 2,4% de metionina na proteina metabolizavel para maximizar o teor de
proteina no leite. Essas concentracdes 6timas geraram a recomendacao da relacédo
3:1 de lisina e metionina na proteina metabolizavel. Na versdo do NRC de 2001, os
requerimentos dietéticos foram expressos como PDR e PNDR, e 0s requerimentos
metabdlicos como proteina metabolizavel.

Apesar de utilizar a proteina metabolizavel para os requerimentos metabolicos,
0 proprio comité destacou que a utilizacdo dessa entidade nutricional € questionavel,
pois as dietas que forneciam quantidades suficientes de proteina metabolizavel eram
deficientes em um ou mais aminoacidos essenciais (NRC, 2001). Além disso, a
glandula mamaria responde as adicbes de aminoacidos individuais de forma
independente e aditiva para a sintese de caseina (Arriola Apelo; Knapp; Hanigan,

2014), demonstrando a importancia do perfil de aminoacidos da proteina
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metabolizavel. De acordo com a ultima versdo do NRC, agora National Academies of
Sciences, Engineering and Medicine (NASEM), publicada em 2021, o balanceamento
de dietas com base na proteina metabolizdvel é atil, mas o ideal é ajustar
individualmente os aminoacidos essenciais oriundos da proteina metabolizavel,
assumindo adequado suprimento de PDR para fermentacdo e sintese microbiana,
para melhorar o desempenho e reduzir o teor de proteina bruta na dieta (NASEM,
2021).

Ou seja, além das constatacfes feitas na década de 60 e 70 da necessidade
de suprimento de aminoacidos essenciais fornecidos pela fragdo PNDR da proteina
dietética, os estudos posteriores evidenciaram a importancia do perfil desses
aminoacidos na fonte proteica para atingir adequado suprimento de forma individual
na proteina metabolizavel. No NASEM (2021), o comité adotou a férmula para célculo
da producédo de proteina do leite que considera cada aminoacido de forma separada,
e propde uma eficiéncia alvo para cada aminoacido na proteina metabolizavel.

Nos ultimos anos, o conceito de otimizar o suprimento e o perfil de amino&cidos
das dietas para atender a produgéo de leite é considerado um “hot topic” na nutricdo
proteica de vacas leiteiras (Broderick, 2018). O balanceamento de dietas com perfil
adequado de aminoéacidos pode reduzir o teor de proteina bruta na dieta (Schwab;
Broderick, 2017), maximizar a producado de leite e de proteina do leite, melhorar a
eficiéncia de uso do nitrogénio, reduzir os custos alimentares e causar menor impacto
ambiental (Schwab, 2010). Quando os aminoacidos essenciais sdo absorvidos no
perfil adequado para o animal, a eficiéncia de utilizacdo para a sintese proteica é
maximizada. Como resultado, o catabolismo de aminoécidos e a excrecdo urinaria é
reduzida. Ao contrario, quando o perfil de aminoacidos absorvidos ndo é adequado
para o animal, o fornecimento da proteina metabolizavel em si ndo é suficiente para
atender a sintese proteica (Schwab; Ordway; Whitehouse, 2003).

Nesse sentido, a fonte proteica utilizada na dieta pode impactar no suprimento
de aminoacidos essenciais fornecidos pela fracdo PNDR. A principal fonte proteica
utilizada na dieta de vacas leiteiras é o farelo de soja (Huhtanen; Hetta; Swensson,
2011; Canola Council of Canada, 2019), sendo considerada uma fonte proteica de alta
degradacédo ruminal. O farelo de soja possui um bom perfil de aminoacidos, porém a
concentracdo do aminoacido metionina € baixa na sua composicdo. Nas dietas nas
quais o farelo de soja € utilizado como principal fonte de PNDR, o principal aminoacido

limitante € a metionina, pois a concentracdo desse amino4cido nessas dietas é menor
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do que as concentracbes na proteina microbiana e na proteina do leite (Schwab,
2010).

Diante disso, o fornecimento de fontes proteicas com maior teor de PNDR e
que atendam o suprimento de aminoacidos essenciais fornecidos por essa fracao,
pode reduzir a producdo de nitrogénio amoniacal no ramen, sem limitar a
disponibilidade de nitrogénio para o crescimento microbiano, e aumentar a eficiéncia
de utilizacdo de nitrogénio em ruminantes (Calsamiglia et al., 2010). Essas fontes
proteicas também podem propiciar aumento do suprimento de aminoécidos essenciais
para o intestino (Schwab; Ordway; Whitehouse, 2003; Maxin; Ouellet; Lapierre, 2013;
Paula; Broderick; Faciola, 2020; Souza et al., 2020). Dentre as fontes proteicas mais
utilizadas na dieta de vacas leiteiras, o farelo de canola tem se mostrado promissor,
visto que resulta em aumento no consumo de matéria seca, na producao de leite e de
componentes do leite, e na eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio quando utilizado em
substituicdo a outras fontes proteicas (Martineau; Ouellet; Lapierre, 2013). Esse
resultado é explicado pelo perfil de aminoacidos do farelo de canola, que € a fonte
proteica vegetal com perfil de aminoacidos mais semelhante ao perfil de aminoacidos
do leite (Evans; Wood, 2023). Portanto, visando atender de forma adequada o
suprimento e o perfil de aminoacidos essenciais fornecidos pela fracdo PNDR da
proteina dietética, o farelo de canola pode ser uma fonte proteica efetiva para melhorar
a producéo de leite, de componentes do leite e a eficiéncia de uso do nitrogénio, com

menor impacto ambiental.
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2.2. FARELO DE CANOLA

2.2.1. PANORAMA HISTORICO

As plantas da ordem Capparales da familia Brassicaceae incluem espécies
vegetais importantes que s&o utilizadas na nutricdo humana e animal. Dentre essas
espécies, a colza é a principal cultura oleaginosa produzida no mundo (USDA, 2024).
O cultivo da colza se iniciou em 2000 a.C na india e em 35 a.C essa cultura foi
introduzida na China e no Japao (Canola Council of Canada, 2016). No século 13, o
cultivo de colza foi intensificado na Europa para a producao de 6leo para a iluminacao,
e no final do século 17 o 6leo comecou a ser utilizado para outros propoésitos como a
fabricacdo de sabdo e a lubrificacdo, e o residuo resultante da extracdo do 6leo
utilizado na alimentacéo de bovinos (Mawson et al., 1993). No século 19, o cultivo da
colza reduziu na Europa devido ao surgimento do éleo mineral (Khachatourians;
Sumner; Phillips, 2001). No século 20, a producéo de colza foi impulsionada devido a
expansdo econbmica que gerou maior necessidade de utilizacdo de 6leo,
principalmente entre os anos de 1950 a 1970 na Europa (Mawson et al., 1993). Além
disso, a demanda por 6leo nesse século aumentou devido a Segunda Guerra Mundial,
0 que estimulou a producdo em muitos paises, a qual se manteve estavel mesmo apés
o final da guerra (Khachatourians; Sumner; Phillips, 2001). Nessa mesma €poca, a
producao dessa cultura foi iniciada no Canada, devido ao bloqueio de fontes europeias
e asiadticas de abastecimento de colza para os paises aliados (Khachatourians;
Sumner; Phillips, 2001; Przybylski; Mag, 2002). A produc¢éo de colza no Canada foi de
extrema importancia para o fornecimento de 6leo aos paises aliados durante a
Segunda Guerra Mundial (Przybylski; Mag, 2002). No final do século 20 e inicio do
século 21, o desenvolvimento de pesquisas nas areas de genética, cultivo e
processamento da colza foi impulsionado pela busca de produtos saudaveis para a
alimentacdo humana.

O principal proposito da producéo de colza é a extracdo do Oleo, j& que essa
cultura tem cerca de 40 a 45% de 6leo na sua composi¢cao nutricional, sendo duas
vezes maior que o teor de 6leo na soja (Mawson et al., 1993). A utilizagdo do oOleo de
colza na alimentacdo humana é limitada devido a presenca de acido erucico na sua
composicdo, que em alta concentracdo € prejudicial & satude (Przybylski; Mag, 2002).
Em 1960, a Comunidade Econdmica Europeia enfatizou que apenas variedades de

colza com teor abaixo de 5% de &cido erucico poderiam ser cultivadas, determinando
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gue a utilizacdo do Oleo de colza tradicional fosse considerada prejudicial para a saude
humana (Gupta; Pratap, 2007). Desde entdo, foram realizadas pesquisas para
identificar variedades de colza com baixo teor de &cido erdcico, e o cultivo apenas
dessas variedades se tornou obrigatorio para o consumo humano (Gupta; Pratap,
2007).

O coproduto gerado apds a extracdo do Oleo é o farelo de colza. O farelo de
colza tem cerca de 35 a 40% de PB (Mawson et al.,, 1993) com bom perfil de
aminoacidos, porém, a presenca de glicosinolatos na sua composicao pode limitar a
utilizacdo dessa fonte proteica na alimentacdo animal (Canola Council of Canada,
2019). Os glicosinolatos sdo compostos glicosidicos que tém enxofre na composicéo
e estdo presentes em vegetais da ordem Capparales, incluindo os da familia
Brassicaceae, tais como o repolho, a couve de bruxelas, a mostarda e a colza
(Mawson et al., 1993). As plantas que contém os glicosinolatos também contém a
enzima mirosinase, que realiza a hidrolise dos glicosinolatos em compostos
secundarios contendo enxofre e isotiocianatos (Przybylski; Mag, 2002). A presenca
do enxofre na composicdo dos glicosinolatos e dos compostos gerados apés a
hidrolise, contribuem para a baixa palatabilidade do farelo de colza (Tripathi; Mishra,
2007). Além disso, os compostos secundarios podem gerar efeitos adversos nos
animais como a reducdo na producdo de hormbnios da tireoide, o aumento da
glandula tireoide, a redugdo do consumo de alimentos, do crescimento e do
desempenho reprodutivo (Tripathi; Mishra, 2007).

Portanto, com o objetivo de obter um alimento que além do baixo teor de acido
erdcico na porcao do 6leo, também possua baixo teor de glicosinolatos na porcéo do
farelo, foi desenvolvida uma cultivar oriunda da colza, denominada canola. A cultivar
foi desenvolvida no Canada por meio de técnicas de melhoramento genético por
pesquisadores da University of Manitoba e do National Research Council of Canada
(Przybylski; Mag, 2002). A producéo da cultivar se iniciou com a identificagédo de uma
linhagem de colza polonesa (Bronowski) com baixo teor de glicosinolato pelo
professor Jan Krzymanski no Canada (Przybylski; Mag, 2002). Apos essa descoberta,
0s genes ligados a caracteristica de baixo teor de glicosinolato foram incorporados em
cultivares do tipo Brassica napus L. e Brassica rapa L. com baixo teor de acido erucico
(Gupta; Pratap, 2007). Em 1974, o professor Dr. Baldur Stefansson da University of
Manitoba desenvolveu a primeira variedade “double-low” com baixos teores de acido

erdcico no Oleo e de glicosinolatos no farelo (Canola Council of Canada, 2016). O
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desenvolvimento dessa variedade proporcionou pesquisas posteriores na area de
melhoramento genético, conduzindo a evolu¢cdo de uma cultura oleaginosa que
atendeu aos requisitos de qualidade para o consumo humano e animal.

O registro do nome canola ocorreu em 1978 pelo Western Canadian Oilseed
Crushers, e em 1980 foi transferida para o Canola Council of Canada (Przybylski; Mag,
2002). No ano de 1986 o 6leo e o farelo de canola foram adicionados a lista dos
alimentos que sao geralmente reconhecidos como seguros (Generally Recognized As
Safe - GRAS) nos Estados Unidos (Przybylski; Mag, 2002). O nome canola foi utilizado
para diferenciar essa nova cultivar da colza tradicional que é rica acido erdcico na
porcao do 6leo e glicosinolatos na porcéo do farelo (Sanchez; Claypool, 1983; Canola
Council of Canada, 2019). O farelo de colza tradicional pode ter valores acima de 120
pmol/g de glicosinolatos (Canola Council of Canada, 2019). Ja o farelo obtido das
cultivares de canola que séo utilizadas para a alimentacdo animal tem teores abaixo
de 30 umol/g de glicosinolatos (Canola Council of Canada, 2019). O teor de
glicosinolatos no farelo de canola tem reduzido com o passar dos anos devido a
continuidade nos processos de melhoramento genético da canola. Para fins de
comparacao, amostras obtidas em sete plantas de processamento no Canada no ano
de 1985 tinham na média 21,06 umol/g de glicosinolatos (Bell; Keith, 1991). Nos anos
de 2011 a 2014, a média do teor de glicosinolatos era de 4,60 umol/g em amostras
obtidas em 11 plantas de processamento, também no Canada (Adewole et al., 2016).

A canola oriunda da espécie Brassica napus L. € comumente conhecida como
canola argentina, e a canola oriunda da espécie Brassica rapa L. como canola
polonesa (Khachatourians; Sumner; Phillips, 2001). A denominacdo argentina se
originou devido a compra, feita por produtores do Canada em 1943, de sementes de
empresas dos Estados Unidos, as quais foram originalmente adquiridas da Argentina
(Canola Council of Canada, 2016). A denominacao polonesa surgiu devido a origem
das sementes plantadas por um produtor do Canada, que obteve essas sementes
originarias da Polbnia (Canola Council of Canada, 2016). Ambas as espécies
possuem variedades com adaptacao para cultivo no inverno e na primavera (Angelotti-
Mendonga et al., 2016). A forma que é plantada no inverno é denominada canola de
inverno (winter canola) e a que é plantada na primavera, canola de primavera (spring
canola). Aléem da época de plantio, essas duas variedades se distinguem pela
exigéncia de exposicdo a baixas temperaturas (exigéncia de vernalizacdo) para

completar seu ciclo de desenvolvimento e florescer (Raymer, 2002). A canola de
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inverno exige periodo de vernalizacado de no minimo oito semanas com temperaturas
inferiores a 7°C, para que haja florescimento (Angelotti-Mendonca et al., 2016). Ja a
canola de primavera ndo exige periodo de vernalizacdo, mas de fotoperiodo longo
durante o desenvolvimento (Angelotti-Mendonga et al., 2016). A cultura é tipica de
regides temperadas com latitudes entre 35° e 55° (Tomm et al., 2011). Os principais
produtores mundiais de canola sdo o Canada, a Unido Europeia, a China e a india
(USDA, 2024).

No Brasil, o cultivo da canola se iniciou na década de 1970 na cidade de ljui
pela Cooperativa Triticola de ljui (COTRIJUI), no estado do Rio Grande do Sul, devido
a parceria feita pela cooperativa com a University of Gottingen, da Alemanha (Matrtin;
Nogueira Junior, 1993). Na década de 1980, o Centro Nacional de Pesquisa do Trigo
(CNPT/EMBRAPA) e o Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana (IAPAR/PR)
desenvolveram pesquisas de adaptacdo de genotipos oriundos da Europa e do
Canada, visando obter uma nova cultura para a época de inverno e para a utilizacao
como adubo verde na recuperacéo de solos (De Mori; Tomm; Ferreira, 2014). Com a
expansdo da demanda de mercado por produtos saudaveis na década de 1990, as
pesquisas para o cultivo da canola no Brasil focaram na producéo de 6leo para o
consumo humano. A expanséo do cultivo e pesquisas nessa época foram liderados
por dois diretores da Cooperativa de Cafeicultores de Maringa (COCAMAR), que
visitaram o Canola Council of Canada, no Canada, impulsionando a importacdo de
sementes do hibrido Hyola 401 (De Mori; Tomm; Ferreira, 2014).

A partir da década de 1990, o cultivo da canola se intensificou no Brasil, com
aumento expressivo de 205% na producdo no ano de 2000 em comparacao ao ano
de 1990 (FAO, 2024). No ano de 2023, o Brasil produziu 146,5 mil toneladas de
canola, valor 65,7% maior do que a producdo do ano de 2022, que foi de 96,2 mil
toneladas (CONAB, 2024). A principal espécie utilizada no cultivo de canola no Brasil
€ a Brassica napus L., das variedades de primavera (Tomm et al., 2011). A regido Sul
€ a principal produtora de canola do Brasil (Tomm et al., 2011). Esse fato se deve a
busca por implementacdo da cultura na regido desde a década de 1970,
acompanhado do desenvolvimento de pesquisas e do clima da regido, que é
adequado para a cultura. Apesar de a cultura ser tipica de regides de clima temperado,
pesquisas no Brasil com intuito de desenvolver o cultivo da canola para regides
tropicais, tém sido desenvolvidas com éxito (Tomm et al., 2009). Atualmente, existem

25 cultivares de canola e duas linhagens registradas no Brasil, com varias regides de
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adaptacao nos estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Parana, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Santa Catarina (MAPA, 2024).

O cultivo da canola no Brasil tem crescido devido a vérias vantagens
econdmicas e ambientais dessa cultura. A canola pode ser utilizada na rotacéo de
culturas durante o periodo de inverno, seguida pela implementacéo das culturas de
verao como a soja e o milho (Tomm et al., 2009). Essa alternativa permite o cultivo de
uma segunda safra no mesmo ano, durante os meses de temperaturas mais baixas,
otimizando o uso dos meios de producdo, e permanente cobertura do solo com
retencdo de nutrientes, que beneficiam a proxima cultura implementada (Tomm et al.,
2009). O cultivo, em maioria, se baseia no sistema de plantio direto, o que reduz o uso
de combustiveis e mao-de-obra, e propicia menor exposicdo do solo, maior retencao
de &gua e reducdo da perda de nutrientes do solo (De Mori et al., 2019). Outra
vantagem € a descompactacéo natural das areas onde a canola é cultivada. A canola
possui caule ereto com raiz pivotante e grande numero de raizes secundarias
fasciculadas, o que auxilia na descompactagéo do solo e na formacao de poros, que
aumentam a aeracdo e infiltracdo da agua no terreno, beneficiando a cultura
implementada posteriormente, principalmente em momentos de estresse hidrico
(Tomm et al., 2009). Portanto, mediante a demanda por sistemas de producédo que
sejam sustentaveis economicamente e ambientalmente, a implementacdo da cultura
da canola na rotacao de culturas como a soja e o milho pode ser uma estratégia viavel
para o Brasil para a producdo de 6leo para o consumo humano, e como fonte de
proteina vegetal para a nutricdo animal, contribuindo para a producdo com baixa

emissao de carbono e com a ciclagem de nutrientes no sistema de producéo.
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2.3. A UTILIZACAO DO FARELO DE CANOLA EM SUBSTITUICAO AO FARELO
DE SOJA NA DIETA DE VACAS LEITEIRAS

Os coprodutos de oleaginosas, como o farelo de soja e o farelo de canola, séo
fontes proteicas utilizadas na dieta de vacas leiteiras (Kalscheur; Moore, 2017,
Broderick, 2018). O farelo de soja € a fonte proteica mais utilizada na dieta de vacas
leiteiras (Huhtanen; Hetta; Swensson, 2011; Canola Council of Canada, 2019). A
dependéncia exclusiva dessa fonte pode ser um agravante devido a flutuacdo de
precos, disponibilidade e, em alguns paises, a dependéncia da exportacdo desse
alimento (Paula et al., 2019). Nesse contexto, o farelo de canola tem se destacado
como fonte proteica na alimentagdo de vacas leiteiras. Em locais como no oeste do
Canada e em algumas regifes dos Estados Unidos, o farelo de canola desempenha
um papel crucial como a principal fonte de proteina nas dietas das vacas leiteiras,
devido a disponibilidade desse alimento e a sua qualidade nutricional (Kalscheur;
Moore, 2017). Portanto, a escolha do farelo de canola como fonte proteica primaria
destaca a sua importancia na alimentacdo animal e faz desse alimento uma opcao
atrativa para utilizacéo nas dietas de vacas leiteiras em substituicao ao farelo de soja.

O farelo de soja é considerado uma fonte proteica de alta degrada¢&o ruminal,
com teor médio de PB de 52,6%, sendo 67% de PDR e 33% de PNDR (NASEM,
2021). Ja o farelo de canola tem teor médio de PB de 41,5%, sendo 68% de PDR e
32% de PNDR (NASEM, 2021). A propor¢ao de PNDR do farelo de canola tem grande
variabilidade nos estudos, de 32 a 63,2% (Broderick et al., 2016; NASEM, 2021; Lage
et al., 2021). Essa variacdo no teor de PNDR do farelo de canola entre os estudos
pode ser explicada pelo método empregado na extracao do 6leo (Heim; Krebs, 2018;
Canola Council of Canada, 2019), por diferencas inerentes as plantas de
processamento (Jayasinghe et al., 2014; Broderick et al., 2016) e ao método de
determinacao da degradabilidade proteica no raimen (Paula et al., 2017).

Heim e Krebs (2018) avaliaram a composi¢do quimica e a degradabilidade
ruminal proteica de amostras de farelo de canola obtidas pelo método de extragéo por
solvente ou por prensagem. Os autores constataram maior teor de PNDR nas
amostras obtidas pelo método de extracéo por prensagem em comparagao ao método
de extracdo por solvente (55,6 vs. 44,3%). O farelo de canola obtido do método de
extragao por prensagem tem maior propor¢ao de PNDR do que o farelo de canola

obtido do método de extracdo por solvente (Broderick et al., 2016). Segundo os
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autores, no método de extracao por prensagem ha maior quantidade de calor gerada
no processo. O calor em excesso associado com a umidade induz a ligacdo da
proteina com outras moléculas como os carboidratos, processo quimico denominado
reacdo de Maillard. Nessa reacdo, os aminoacidos, principalmente a lisina, se ligam
aos acucares dos carboidratos formando complexos insoluveis. A inducdo dessa
ligacdo altera a estrutura fisica da proteina e limita 0 acesso microbiano a fracéao
proteica, o que reduz a degradacao proteica no riumen.

Jayasinghe et al. (2014) avaliaram a degradabilidade proteica no rimen de sete
amostras de farelo de canola obtidas de sete diferentes plantas de processamento.
Os autores constataram variacdo de 21,5% no teor de PNDR entre as plantas de
processamento. Broderick et al. (2016) avaliaram a composicdo quimica e a
degradabilidade ruminal proteica de 144 amostras de farelo de canola obtidas de 12
diferentes plantas de processamento do Canada. O teor de PNDR variou 7,5% entre
as plantas de processamento. Essa influéncia das plantas de processamento no teor
de PNDR pode ser explicada por variagbes em fatores inerentes aos processos como
a temperatura, a umidade e o tempo empregados em cada etapa dos processos
(Slominski, 1997; Adewole et al., 2016; Broderick et al., 2016).

O método de determinacdo da degradabilidade proteica no ramen utilizado no
NRC (2001) é o in situ (Orskov; McDonald, 1979). Esse método tem vantagens por
simular as condi¢des reais do rimen e apresentar alta correlacdo com os dados in
vivo, porém assume que toda perda de particulas é por degradacao, inclusive a
proteina solluvel. Esse fato pode mudar a abordagem das avaliacdes do farelo de
canola do NRC de 2001, pois as duas principais formas de proteina presentes no
farelo de canola, a napina e a cruciferina, sao ricas em ligagdes dissulfeto (Akbari; Wu,
2015). As proteinas ricas em ligagbes dissulfeto sdo solUveis, mas resistentes a
degradacdo no rumen (McNabb et al., 1994). Ou seja, provavelmente essas proteinas
passam juntamente com a fracdo liquida para o intestino delgado para serem
absorvidas. Dessa forma, ao assumir que essa fracdo foi degradada no rumen, o
meétodo ndo contabiliza essa parte na PNDR, subestimando o seu valor. O farelo de
canola tem 20,4% do total de proteinas na forma soltvel com taxa de degradacédo de
19% por hora, enquanto o farelo de soja tem 16,9% do total de proteinas na forma
soluvel com taxa de degradacao de 46% por hora (Hedqvist; Udén, 2006).

A estimativa da proporcdo de PNDR do farelo de canola pode impactar na

guantidade de proteina metabolizavel, de proteina metabolizavel permissivel para leite
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e no fluxo de aminoacidos essenciais gerados por dietas com farelo de canola, em
comparacao as dietas com farelo de soja. De acordo com o NRC de 2001, o valor de
PNDR do farelo de canola é de 36% e do farelo de soja de 43%, resultando em menor
quantidade de proteina metabolizavel, de proteina metabolizavel permissivel para leite
e menor fluxo de aminoacidos essenciais nas dietas com farelo de canola em
comparacao as dietas com farelo de soja, quando esses valores sao utilizados. Diante
disso, seria necesséario utilizar teor de PB maior nas dietas com farelo de canola do
que nas dietas com farelo de soja, para alcancar 0 mesmo suprimento de proteina
metabolizavel (Huhtanen; Hetta; Swensson, 2011). Porém, as estimativas
apresentadas no NRC de 2001 ndo foram comprovadas nos estudos posteriores, nos
quais foi observado desempenho superior nos animais consumindo farelo de canola,
em comparacdo ao farelo de soja (Huhtanen; Hetta; Swensson, 2011; Broderick;
Faciola; Armentano, 2015; Paula; Broderick; Faciola, 2020). Dessa forma,
possivelmente, o NRC de 2001 subestima o teor de PNDR e o suprimento de proteina
metabolizavel quando o farelo de canola € utilizado (Huhtanen; Hetta; Swensson,
2011; Paula; Broderick; Faciola, 2020).

O farelo de soja tem adequado perfil de aminoacidos perante ao do leite, porém
€ deficiente em metionina (Schwab; Ordway; Whitehouse, 2003). A metionina € o
principal aminoacido limitante em dietas nas quais o farelo de soja é utilizado como
principal fonte proteica (Schwab, 2010). O teor de metionina no farelo de canola é 47%
maior do que no farelo de soja (NASEM, 2021). Dentre as fontes proteicas vegetais
utilizadas nas dietas de vacas leiteiras, o farelo de canola tem o perfil de aminoacidos
gue mais se adequa as necessidades de aminoacidos para a producdo de leite
(Evans; Wood, 2023). Maxin, Ouellet e Lapierre (2013) avaliaram a concentracao
plasmatica de aminoéacidos de vacas leiteiras alimentadas com a mesma dieta basal
variando apenas na fonte proteica que foi farelo de soja, farelo de canola, graos de
destilaria de milho secos com alto teor de proteina ou graos de destilaria de trigo secos
com solaveis. As vacas alimentadas com farelo de canola foram os uUnicos animais
gue nao tiveram deficiéncia de nenhum aminoacido no sangue. As vacas alimentadas
com farelo de soja tiveram teor de metionina 25% menor no sangue do gque as vacas
alimentadas com farelo de canola (32,4 vs. 40,5 uM). A utilizac&o do farelo de canola
em substituicdo ao farelo de soja como fonte proteica da dieta tem sido proposta com
relatos de melhor desempenho dos animais, com aumento do consumo de matéria

seca, da producéo de leite (Huhtanen; Hetta, Swensson, 2011; Martineau; Ouellet;
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Lapierre, 2013, 2014; Broderick; Faciola; Armentano, 2015), da producéo de proteina
do leite (Huhtanen; Hetta; Swensson, 2011; Paula; Broderick; Faciola, 2020), reducao
do nitrogénio ureico no leite (Maxin; Ouellet; Lapierre, 2013; Broderick; Faciola;
Armentano, 2015; Paula; Broderick; Faciola, 2020) e aumento da eficiéncia de

utilizacao de nitrogénio (Broderick; Faciola; Armentano, 2015).

2.3.1. CONSUMO DE MATERIA SECA E PRODUCAO DE LEITE

A resposta no consumo de matéria seca, na producdo de leite e nos teores e
producbes de gordura, proteina e lactose de vacas leiteiras alimentadas com farelo
de canola é semelhante ou superior a observada em vacas leiteiras alimentadas com
farelo de soja em dietas isoproteicas (Tabela 1). Brito e Broderick (2007) avaliaram o
desempenho produtivo de vacas leiteiras recebendo ureia, farelo de algodao, farelo
de soja ou farelo de canola como fonte proteica da dieta. Foram utilizadas 16 vacas
multiparas, com 118 + 19 dias em lactacao, e oito vacas holandesas primiparas com
99 + 13 dias em lactacéo, distribuidas em delineamento do tipo quadrado latino 4 x 4
com periodos de 28 dias. As dietas foram formuladas para serem isoproteicas (16,6%
PB) com incluséo de 16,1% de farelo de canola com base na matéria seca na dieta.
O consumo de matéria seca aumentou 0,7 kg por dia nas vacas alimentadas com
farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja (24,9 vs. 24,2 kg/dia; P < 0,01). A
producao de leite aumentou 1,1 kg por dia nas vacas alimentadas com farelo de canola
em substituicdo ao farelo de soja (41,1 vs. 40,0 kg/dia; P < 0,01). A producéao de leite
corrigido para 3,5% de gordura, bem como o teor e a producéo de gordura, proteina
e lactose no leite ndo diferiram entre vacas alimentadas com farelo de canola ou com
farelo de soja (P > 0,05).

Christen et al. (2010) avaliaram o desempenho produtivo de vacas leiteiras
recebendo gréos de destilaria de milho secos com alto teor de proteina, gréos de
destilaria de milho secos com solaveis, farelo de soja ou farelo de canola como fonte
proteica da dieta. Foram utilizadas 12 vacas holandesas, com 78 + 24 dias em
lactacéo, distribuidas em delineamento do tipo quadrado latino 4 x 4 com periodos de
28 dias. As dietas foram formuladas para serem isoproteicas (16% de PB) com
inclusdo de 12,7% de farelo de canola com base na matéria seca da dieta. O consumo
de matéria seca néo diferiu entre as vacas recebendo farelo de canola ou farelo de
soja como fonte proteica da dieta (25,2 vs. 24,1 kg/dia; P = 0,45). A producéo de leite

nao diferiu nas vacas alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de
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soja (31,7 vs. 31,7 kg/dia; P = 0,63). A producédo de leite corrigido para energia, e 0S
teores e producdes de gordura, de proteina e de lactose néo diferiram entre vacas
alimentadas com farelo de canola ou com farelo de soja (P = 0,05).

Na meta-analise feita por Huhtanen, Hetta e Swensson (2011) foram avaliados
122 estudos com vacas leiteiras alimentadas com farelo de soja ou farelo de canola
como fonte proteica em dietas a base de silagem de capim ou com a silagem de capim
parcialmente substituida por silagem de leguminosas ou de planta inteira de cereais.
O consumo de matéria seca aumentou 2,6 kg por dia nas vacas alimentadas com
farelo de canola em comparacao as vacas alimentadas com o farelo de soja (19,4 vs.
16,8 kg/dia; P < 0,01). A producédo de leite aumentou 3,9 kg por dia (27,2 vs. 23,3
kg/dia; P < 0,01) e a producéao de leite corrigido para energia aumentou 5 kg por dia
(28,6 vs. 23,6 kg/dia; P < 0,01) nas vacas alimentadas com farelo de canola em
substituicédo ao farelo de soja. Os teores de gordura e de proteina no leite ndo diferiram
entre as vacas alimentadas com farelo de canola ou com farelo de soja (P > 0,30).

Em outra meta-andlise foi avaliado o desempenho produtivo de vacas leiteiras
alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja em dietas a base
de diversos tipos de forragem em 27 experimentos (Martineau; Ouellet; Lapierre,
2013). O consumo de matéria seca aumentou 0,24 kg por dia para cada 10% de
inclusédo de farelo de canola na dieta em comparac¢éo ao farelo de soja (P < 0,01). A
producéo de leite aumentou em 0,62 kg por dia para cada 10% de incluséao de farelo
de canola na dieta (P < 0,01). A producao de leite corrigido para 4% de gordura e para
energia, a producéo (kg) de gordura e de lactose e os teores (%) de gordura, proteina
e lactose no leite ndo diferiram entre as vacas alimentadas com farelo de canola ou
com farelo de soja (P > 0,10). No entanto, a producéo de proteina no leite aumentou
16,8 gramas por dia nas vacas alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao
farelo de soja (P < 0,01).

Maxin, Ouellet e Lapierre (2013) avaliaram o efeito da utilizagéo de gréos de
destilaria de milho secos com alto teor de proteina, graos de destilaria de trigo secos
com soluveis, farelo de soja ou farelo de canola como fonte proteica da dieta no
desempenho produtivo de vacas leiteiras. Foram utilizadas oito vacas holandesas,
distribuidas em delineamento do tipo quadrado latino 4 x 4 com periodos de 14 dias.
As dietas foram formuladas para serem isoproteicas (17,2% de PB) com inclusdo de
20,8% de farelo de canola com base na matéria seca da dieta. O consumo de matéria

seca néo diferiu entre as vacas recebendo farelo de canola ou farelo de soja como
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fonte proteica da dieta (23,6 vs. 24,0 kg/dia; P = 0,49). A producao de leite ndo diferiu
nas vacas alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja (30,9
vs. 31,9 kg/dia; P = 0,42). A producao de leite corrigido para energia, e 0s teores e
producdes de gordura, de proteina e de lactose ndo diferiram entre vacas alimentadas
com farelo de canola ou com farelo de soja (P = 0,05).

Broderick e Faciola (2014) avaliaram o desempenho produtivo de vacas
leiteiras alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja com ou
sem suplementagcédo de metionina na dieta. Foram utilizadas 16 vacas holandesas,
distribuidas em delineamento do tipo quadrado latino 4 x 4 com periodos de 21 dias.
As dietas foram formuladas para serem isoproteicas (17% de PB) com incluséo de
11,7% de farelo de canola na dieta com base na matéria seca. O consumo de matéria
seca aumentou 0,5 kg por dia nas vacas alimentadas com farelo de canola em
substituicdo ao farelo de soja nas dietas sem suplementacédo de metionina (27,5 vs.
27,2 kg/dia; P = 0,04). Embora sem efeito significativo, a producéo de leite das vacas
recebendo de farelo de canola foi 0,4 kg acima da producgéo das vacas recebendo
farelo de soja na dieta (38,5 vs. 38,1 kg/dia; P = 0,18). A producao de leite corrigido
para energia tendeu a aumentar 1 kg por dia (39,6 vs. 38,7 kg/dia; P = 0,09) e a
producado de gordura tendeu a aumentar 60 gramas por dia (1,63 vs. 1,57 kg/dia; P =
0,03) nas vacas alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja
na dieta. A producdo de proteina ndo diferiu nas vacas alimentadas com farelo de
canola ou com farelo de soja na dieta (P = 0,14). O consumo de matéria seca, a
producao de leite, de leite corrigido para energia, de gordura e de proteina ndo foram
influenciadas pela suplementacdo de metionina e ndo houve interacdo da fonte
proteica com a suplementacao de metionina (P = 0,15).

Broderick, Faciola e Armentano (2015) avaliaram o desempenho produtivo de
vacas leiteiras recebendo farelo de canola ou farelo de soja como fonte proteica em
dietas com baixo (15%) ou alto (17%) teor de PB. Foram utilizadas 30 vacas
holandesas multiparas, com producéo de leite média de 47,8 + 5,1 kg de leite por dia
e 81 * 29 dias em lactacao, e 20 vacas holandesas primiparas com producéao de leite
média de 36,5 + 4,4 kg de leite por dia e 100 = 99 dias em lactacao, distribuidas em
delineamento do tipo quadrado latino 5 x 5 com periodos de 21 dias. A inclusdo de
farelo de canola foi de 11,5% na dieta com baixo teor de PB, e 17,1% na dieta com
alto teor de PB. N&o houve interacéo do teor de PB com com a fonte proteica da dieta

(P = 0,33). O consumo de matéria seca aumentou 0,4 kg por dia nas vacas
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alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja em ambas as
dietas (25,2 vs. 24,8 kg/dia; P = 0,05). A producéo de leite aumentou 1,0 kg por dia
(40,3 vs. 39,3 kg/dia; P < 0,01) e a producao de leite corrigido para energia aumentou
1,0 kg por dia (39,5 vs. 38,5 kg/dia; P = 0,04) nas vacas alimentadas com farelo de
canola em substituicdo ao farelo de soja em ambos os teores de PB na dieta. Os
teores de gordura, proteina e lactose nao diferiram nas vacas alimentadas com farelo
de canola ou com farelo de soja (P > 0,05). A produc¢é&o de gordura tendeu a aumentar
50 gramas por dia (1,61 vs. 1,56 kg/dia; P = 0,06) e a producao de proteina aumentou
30 gramas por dia (1,22 vs. 1,19 kg/dia; P = 0,02) nas vacas alimentadas com farelo
de canola em substituicdo ao farelo de soja. A producado de lactose néo diferiu entre
os tratamentos (P = 0,13).

Weiss et al. (2015) avaliaram o desempenho de vacas leiteiras recebendo 0O;
3,9 ou 13,9% de farelo de canola com base na matéria seca da dieta. Nos tratamentos
com 0 e 3,9% de farelo de canola, o farelo de soja também foi incluido como fonte
proteica nas dietas. No tratamento com 13,9% de farelo de canola, o farelo de soja
ndo foi incluido na dieta. Foram utilizadas 30 vacas holandesas, com producéo de leite
variando de 33 a 48 kg de leite por dia e 150 + 42 dias em lactacdo. As dietas foram
formuladas para serem isoproteicas com 15% de PB na matéria seca. O consumo de
matéria seca nao diferiu entre as vacas recebendo 0; 3,9 ou 13,9% de farelo de canola
na dieta (25,5; 25,7 e 26,5 kg/dia; P = 0,41). Embora sem efeito significativo, a
producao de leite das vacas recebendo 3,9% de farelo de canola foi 1,85 kg acima da
producao das vacas recebendo farelo de soja na dieta (39,5 vs. 37,6 kg/dia; P = 0,18),
e das vacas recebendo 13,9% de farelo de canola foi de 1,75 kg acima da producéao
das vacas recebendo farelo de soja na dieta (39,4 vs. 37,6 kg/dia; P = 0,18). O teor de
gordura reduziu em 0,41% nas vacas recebendo 3,9% de farelo de canola (3,26 vs.
3,67%; P =0,03) e em 0,39% por dia nas vacas recebendo 13,9% de farelo de canola
(3,28 vs. 3,67%; P = 0,03), em comparacao as vacas recebendo farelo de soja na
dieta. Os teores de proteina, de lactose e as producdes de gordura, proteina e lactose
do leite ndo diferiram entre vacas alimentadas com farelo de canola ou farelo de soja
na dieta (P > 0,10).

Paula et al. (2018) avaliaram o desempenho produtivo de vacas leiteiras
alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja. Foram utilizadas
30 vacas holandesas multiparas, com producado de leite média de 44 + 7 kg de leite

por dia e 119 £ 23 dias em lactacao, e 15 vacas holandesas primiparas com producgéo
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de leite média de 34 + 6 kg de leite por dia e 121 + 19 dias em lactacéo, distribuidas
em delineamento em blocos casualizados, recebendo as dietas experimentais por 12
semanas. As dietas foram formuladas para serem isoproteicas (15,7% de PB), com
inclusé@o de 11,2% de farelo de canola com base na matéria seca da dieta. O consumo
de matéria seca néo diferiu entre as vacas recebendo farelo de canola ou farelo de
soja na dieta (27,1 vs. 26,7 kg/dia; P = 0,81). A producao de leite ndo diferiu entre as
vacas recebendo farelo de canola ou farelo de soja na dieta (41,3 vs. 40,0 kg/dia; P =
0,48). Também sem efeito significativo, a producéo de leite corrigido para 3,5% de
gordura e para energia foi 1,2 e 0,9 kg acima da producédo das vacas recebendo farelo
de soja na dieta (P > 0,10). O teor de lactose aumentou 0,03% (4,86 vs. 4,83% kg/dia;
P = 0,03) nas vacas alimentadas com farelo de canola, mas os teores de gordura e
proteina e as producdes de gordura, de proteina e de lactose do leite ndo diferiram (P
> 0,10) entre vacas alimentadas com farelo de canola ou farelo de soja na dieta.
Paula, Broderick e Faciola (2020) avaliaram o desempenho produtivo de vacas
leiteiras alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja em dietas
com diferentes proporgdes de silagem de alfafa e silagem de milho. Nesse estudo os
autores objetivaram avaliar as possiveis interacdes do tipo de forragem (silagem de
alfafa ou silagem de milho) e da fonte proteica (farelo de soja ou farelo de canola) na
resposta produtiva, tendo em vista que os diferentes teores de PDR e de energia das
fontes de forragem poderiam influenciar a utilizacéo de nitrogénio no rimen de acordo
com a fonte proteica utilizada. Foram avaliadas dietas isoproteicas (16% de PB) com
(1) 50% de silagem de alfafa e 10% de silagem de milho, (II) 30% de silagem de alfafa
e 30% de silagem de milho, e (lll) 10% de silagem de alfafa e 50% de silagem de
milho. A relagdo forragem e concentrado foi fixa de 60:40. A inclusdo de farelo de
canola nas dietas foi de (I) 5,8; (II) 11,8 e (lll) 17,8%. Foram utilizadas 24 vacas
holandesas multiparas, com producéo de leite média de 49 * 4,0 kg de leite por dia e
102 + 41 dias em lactagéo, e 24 vacas holandesas primiparas com producéo de leite
meédia de 40 £ 4 kg de leite por dia e 123 + 30 dias em lactacdo, distribuidas em
delineamento do tipo quadrado latino em arranjo fatorial 3 x 2 com periodos de 28
dias. Nao houve interagéo da fonte proteica com as proporc¢des de cada forragem que
foram utilizadas nas dietas (P = 0,25). O consumo de matéria seca nao diferiu entre
vacas alimentadas com farelo de canola ou com farelo de soja (23,9 vs. 23,6 kg/dia;
P =0,40). A producéao de leite aumentou 0,86 kg por dia nas vacas alimentadas com

farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja (37,2 vs. 36,4 kg/dia; P = 0,03). A
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producdo de leite corrigido para 3,5% de gordura e para energia, a producédo de
gordura e os teores de gordura, proteina e lactose no leite ndo diferiram entre vacas
alimentadas com farelo de canola ou com farelo de soja (P > 0,10). A producéo de
proteina do leite aumentou 20 gramas por dia (1,12 vs. 1,10 kg/dia; P = 0,03) e
producao de lactose tendeu a aumentar 40 gramas por dia (1,81 vs. 1,77 kg/dia; P =
0,06) nas vacas alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja.
Lage et al. (2021) avaliaram o desempenho produtivo de vacas leiteiras
alimentadas com farelo de canola em substituicho ao farelo de soja em dietas
isoproteicas suplementadas com metionina. Foram utilizadas 15 vacas holandesas
com producao de leite média de 46,5 £ 7,80 kg de leite por dia e 95 + 20 dias em
lactacdo, distribuidas em delineamento do tipo quadrado latino 3 x 3 com periodos de
28 dias. A inclusao de farelo de canola foi de 17,1% na dieta. O consumo de matéria
seca aumentou 2,4 kg por dia nas vacas alimentadas com farelo de canola em
substituicdo ao farelo de soja (26,9 vs. 24,5 kg/dia; P < 0,01). A producéo de leite
aumentou 2,7 kg por dia nas vacas alimentadas com farelo de canola em substituigéo
ao farelo de soja (43,8 vs. 41,1 kg/dia; P <0,01). A producéo de leite corrigido para
energia, o teor e a producado de gordura, de proteina e de lactose do leite ndo diferiram
nas vacas alimentadas com farelo de canola ou com farelo de soja (P > 0,10).
Benchaar et al. (2021) avaliaram o desempenho produtivo de vacas leiteiras
alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja. Os autores
avaliaram a incluséo de 0, 8, 16 e 24% de farelo de canola com base na matéria seca
da dieta. Foram utilizadas 16 vacas holandesas com producéo de leite média de 47,5
+ 4,9 kg de leite por dia e 116 + 23 dias em lactacao, distribuidas em delineamento do
tipo quadrado latino 4 x 4 com periodos de 35 dias. As dietas foram formuladas para
serem isoproteicas com 16,3% de PB. O consumo de matéria seca aumentou de 1,1
a 1,9 kg por dia nas vacas recebendo 8% (26,9 kg/dia), 16% (27,3 kg/dia) ou 24%
(27,7 kg/dia) de farelo de canola em comparacao as vacas recebendo farelo de soja
na dieta (25,8 kg/dia; P < 0,01). A producao de leite das vacas recebendo 8% (41,3
kg/dia), 16% (42,0 kg/dia) ou 24% (43,4 kg/dia) de farelo de canola foi de 1,3 a 3,0 kg
acima da producéo das vacas recebendo farelo de soja na dieta (40,4 kg/dia; P <
0,01). O teor de gordura reduziu em 0,04% nas vacas recebendo 16% de farelo de
canola (4,00 vs. 3,96%; P < 0,01) e em 0,16% por dia nas vacas recebendo 24% de
farelo de canola (4,00 vs. 3,84%; P <0,01), em comparacéo as vacas recebendo farelo

de soja na dieta. O teor de lactose reduziu em 0,01% nas vacas recebendo 16% de
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farelo de canola (4,59 vs. 4,58%; P < 0,01) e em 0,04% por dia nas vacas recebendo
24% de farelo de canola (4,59 vs. 4,55%; P < 0,01), em comparacdo as vacas
recebendo farelo de soja na dieta. A producdo de proteina aumentou 60 gramas por
dia nas vacas recebendo 8% de farelo de canola (1,36 vs. 1,42 kg/d), 90 gramas por
dia nas vacas recebendo 16% de farelo de canola (1,36 vs. 1,45 kg/d), e 100 gramas
por dia nas vacas recebendo 24% de farelo de canola em comparacdo as vacas
recebendo farelo de soja na dieta (1,36 vs. 1,46 kg/d; P < 0,01). A producéo de lactose
aumentou 40 gramas por dia nas vacas recebendo 8% de farelo de canola (1,86 vs.
1,90 kg/d), 70 gramas por dia nas vacas recebendo 16% de farelo de canola (1,86 vs.
1,93 kg/d), e 120 gramas por dia nas vacas recebendo 24% de farelo de canola em
comparacao as vacas recebendo farelo de soja na dieta (1,86 vs. 1,98 kg/d; P < 0,01).
O teor de proteina e a producdo de gordura nao diferiram entre vacas alimentadas

com farelo de canola ou farelo de soja na dieta (P = 0,14).
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Tabela 1. Compilacéo dos resultados de desempenho produtivo de vacas leiteiras alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja

Variavel Inclusdo?! CMS? Producéo de LCES Gordura Gordura Proteina Proteina Lactose Lactose NUL*
(% da MS) (kg/d) leite (kg/d) (kg/d) (%) (kg/d) (%) (kg/d) (%) (kg/d) (mg/dL)
. . 24,9 vs. 24,2 41,1vs. 40,0 5 3,14 vs. 3,091,29 vs. 1,22 3,12 vs. 3,151,27 vs. 1,234,87 vs. 4,952,011 vs. 1,96 11,6 vs. 12,0
Brito e Broderick (2007) 16,1 (P<0,01) (P<0,01) ND (P>0,05) (P>0,05 (P>0,05 (P>0,05 (P>005 (P>005) (P>D0,05)
Christen et al. (2010) 127 25,2 vs. 24,1 31,7 vs. 31,7 34,6 vs. 35,14,07 vs. 4,21 1,28 vs. 1,333,33 vs. 3,331,05vs. 1,04 4,72 vs. 4,711,50 vs. 1,50 9,8 vs. 9,9
) ’ (P =0,45) (P=063) (P=095 (P>005 (P=053 (P=0,08) (P=099 (P=058) (P=0,65 (P=0,50)
Maxin, Ouellet e Lapierre 20.8 23,6 vs. 24,0 30,9 vs. 31,9 30,0vs. 30,93,75vs.3,701,09vs.1,123,70vs. 3,641,13 vs. 1,154,48 vs. 4,561,38vs. 1,45 9,7 vs. 11,4
(2013) ’ (P =0,49) (P=042) (P=0,75 (P>005) (P=053 (P=039 (P=083) (P=0,06) (P=0,21) (P=0,01)
. . 27,5vs. 27,2 38,5vs. 38,1 39,6 vs. 38,7 1,63 vs. 1,57 1,29 vs. 1,27 15,0 vs. 15,0
Broderick e Faciola (2014) 11,7 (P = 0,04) (P=018) (P=0,09) ND (P = 0,06) ND (P = 0,14) ND ND (P =0,72)
Broderick, Faciola e 16 25,2 vs. 24,8 40,3 vs. 39,3 39,5vs. 38,54,02 vs. 3,991,61 vs. 1,56 3,06 vs. 3,041,22 vs. 1,194,87 vs. 4,881,95vs. 1,9210,3 vs. 11,5
Armentano (2015) (P =0,05) (P<0,01) (P=0,04) (P=049 (P=0,06) (P=051) (=002 (P=0,71) (P=0,13) (P<0,01)
39 25,7 vs. 25,5 39,5vs. 37,6 ND 3,26 vs. 3,671,29vs. 1,383,01 vs. 3,121,21vs.1,164,72 vs. 4,791,88 vs. 1,81 9,2 vs. 10,6
_ ' (P =0,41) (P=0,18) (P=003 (=033 (P=0,700 (P=0,19) (P=0,78) (P=0,38) (P=0,05)
Weiss et al. (2015)
13.9 26,5vs. 25,5 39,4 vs. 37,6 ND 3,28 vs. 3,671,31vs. 1,383,09vs. 3,121,24vs. 1,164,73 vs. 4,791,91 vs. 1,81 8,1vs. 10,6
’ (P=0,41) (P =0,18) (P=0,03 (P=033 (P=0,700 (P=0,19 (P=0,780 (P=0,38) (P=0,05)
Paula et al. (2018) 112 27,1vs. 26,7 41,3 vs. 40,0 40,1 vs. 39,24,09vs. 4,07 1,64 vs. 1,59 3,14 vs. 3,201,25vs. 1,254,86 vs. 4,831,94 vs. 1,91 12,8 vs. 13,7
: ' (P=081) (P=048) (P=045) (P=080) (P=042) (P=018 (P=0,70) (P=0,03) (P=0,47) (P<0,01)
Paula, Broderick e Faciola 47 23,6 vs. 23,9 37,2 vs. 36,4 36,0 vs. 35,53,93vs. 4,001,46 vs. 1,453,02vs. 3,021,12vs. 1,104,84vs. 4,851,81vs. 1,7712,9vs. 14,1
(2020) (P=040) (P=0,03) (P=025 (P=021) (P=0,73) (P=085 (P=003) (P=087) (P=006) (P<0,01)
Lage et al. (2021) 171 26,9vs. 24,5 43,8vs. 41,1 41,4 vs. 40,33,66 vs. 3,651,60vs. 1,543,10vs. 3,171,36vs. 1,344,78 vs. 4,812,10vs. 2,059,23 vs. 10,4
9 : ’ (P<001) (P<0,01) (P=074) (P=099 (P=067) (P=017) (P=082) (P=019) (P=086) (P<0,01)
8.0 26,9 vs. 25,8 41,3 vs. 40,4 45,0 vs. 44,04,00 vs. 4,00 1,64 vs. 1,613 46 vs. 3,421,42 vs. 1,36 4,60 vs. 4,591,90 vs. 1,86 12,7 vS. 13,6
: (P<0,01) (P<001) (P<0,01) (P=001) ((P=014) (p=029) (P<001) (P=005 (P<0,01) (P<0,01)
Benchaar et al. (2021) 160  27.3Vs.258 420vs. 40,4 45,6 vs. 44,03,96 vs. 4,00 1,65 vs. 1,613,45vs. 3,421,45 vs. 1,36 4,58 vs. 4,50 1,93 vs. 1,86 12,1vs. 13,6
: : (P<0,01) (P<001) (P<0,01) (P=001) (P=014) (P=0,29) (P<0,01) (P=005 (P<0,01) (P<0,01)
240 27,7vs. 25,8 43,4vs. 40,4 46,2 vs. 44,03,84 vs. 4,001,66 vs. 1,61 3,38 vs. 3,421,46 vs. 1,364,55 vs. 4,591,98 vs. 1,86 12,2vs. 13,6
’ (P<001) (P<0,01) (P<001) (P=001) (P=0114) (P=029) (P<001) (P=005 (P<001) (P<0,01)

lIncluséo de farelo de canola na dieta (com base na matéria seca da dieta). 2Consumo de matéria seca. 3Leite corrigido para energia. “Nitrogénio ureico no leite. °ND: ndo determinado. A inclusdo
de farelo de canola foi de 11,5% na dieta com baixo (15%) teor de PB, e de 17,1% na dieta com alto (17%) teor de PB. Como néo houve interacéo do teor de PB e da fonte proteica da dieta para os
parametros relatados na tabela, apenas o fator fonte proteica foi considerado. “A inclusdo de farelo de canola foi de 5,8% na dieta com 50% de silagem de alfafa e 10% de silagem de milho, 11,8%
na dieta com 30% de silagem de alfafa e 30% de silagem de milho, e de 17,8% na dieta com 10% de silagem de alfafa e 50% de silagem de milho. Como n&o houve interacdo da proporgéo de cada
forragem e da fonte proteica da dieta para os parametros relatados na tabela, apenas o fator fonte proteica foi considerado.
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2.3.2. MECANISMOS ASSOCIADOS AS RESPOSTAS PRODUTIVAS

Nos estudos em que a resposta positiva no consumo de matéria seca de vacas
leiteiras alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja foi
observada, a variacao foi de 0,3 a 2,6 kg de aumento por dia (Brito e Broderick, 2007,
Huhtanen, Hetta e Swensson, 2011; Martineau; Ouellet; Lapierre, 2013; Broderick e
Faciola, 2014; Broderick, Faciola e Armentano, 2015; Lage et al., 2021; Benchaar et
al., 2021). Embora o consumo de matéria seca ndo tenha diferido em alguns estudos
(Christen et al., 2010; Maxin; Ouellet; Lapierre, 2013; Weiss et al., 2015; Paula et al.,
2018; Paula, Broderick e Faciola, 2020) a variacdo observada foi aumento de 0,3 a
1,1 kg por dia nas vacas alimentadas com farelo de canola em comparacao as vacas
alimentadas com farelo de soja. Sendo assim, deve-se considerar a importancia
pratica desse valor.

A explicacdo para maior consumo de matéria seca em animais alimentados
com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja pode ser relacionada a efeitos
no rimen, pés-rimen ou a uma combinacdo de ambos os fatores (Paula et al., 2018).
Considerando os efeitos no rimen, a suposicdo de maior consumo de matéria seca €
proposta pelo aumento da sintese microbiana em animais recebendo farelo de canola
na dieta. Esse efeito ndo é totalmente elucidado, pois a producdo de proteina
microbiana normalmente ndo aumenta em vacas leiteiras alimentadas com farelo de
canola em substituicdo ao farelo de soja (Brito e Broderick, 2007; Martineau; Ouellet;
Lapierre, 2013; Maxin; Ouellet; Lapierre, 2013; Paula et al., 2018; Benchaar et al.,
2021). Considerando os efeitos pds-rimen, o aumento do consumo de matéria seca
nas vacas alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja
possivelmente esta associado com a resposta em producdo de leite. A resposta na
producao de leite quando o farelo de canola é utilizado em substituicdo ao farelo de
soja na dieta normalmente é positiva. A maior producéo de leite é explicada por efeitos
metabdlicos mediados pelo melhor suprimento de aminoacidos, que podem aumentar
a producdo de leite e, consequentemente, do consumo de matéria seca para suprir a
demanda energética da glandula mamaria quando o farelo de canola € utilizado em
substituicdo ao farelo de soja (Huhtanen; Hetta; Swensson, 2011). Os autores
denominaram esse efeito como “pull effect”, no qual o aumento na produgéo de leite
‘puxa” o consumo de matéria seca. Essa teoria € a mais aceita atualmente para

explicar o aumento do consumo de matéria seca em vacas leiteiras alimentadas com
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farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja na dieta. Por fim, o consumo de
matéria seca de vacas leiteiras recebendo farelo de canola em substituicdo ao farelo
de soja como fonte proteica na dieta pode se assemelhar ou aumentar em 0,3 a 2,6
kg por dia, com inclusfes de farelo de canola na dieta variando de 3,9 até 20,8%.

O aumento da producéo de leite em vacas alimentadas com farelo de canola
em substituicdo ao farelo de soja na dieta pode ser explicado por efeitos metabdlicos
mediados pelo melhor suprimento de aminoacidos (Huhtanen; Hetta; Swensson,
2011). Segundo os autores, o farelo de canola aumenta o suprimento de aminoacidos
essenciais para o intestino delgado e o suprimento de proteina metabolizavel com um
perfil de aminoacidos semelhante ao do leite, 0 que melhora a producdo de leite.
Martineau, Ouellet e Lapierre (2014) fizeram uma meta-andlise avaliando as
concentracdes plasméticas de aminoacidos em vacas leiteiras alimentadas com farelo
de canola em substituicdo a outras fontes proteicas, incluindo o farelo de soja. Os
autores observaram maior concentracdo plasmatica de aminoacidos essenciais, de
metionina, e dos aminoacidos de cadeia ramificada nos animais recebendo farelo de
canola em comparacdo a todas as outras fontes proteicas. A metionina e 0s
aminoacidos de cadeia ramificada sé@o nutrientes capazes de estimular a via mTOR
(Coleman et al., 2020), que regula a sintese proteica e a proliferacéo celular (Grobner,
2011). Portanto, por meio da ativacdo da via mTOR, o farelo de canola também pode
estimular a producéo de leite.

A resposta positiva em producdo de proteina, de gordura e de lactose do leite
em vacas alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja na dieta
pode ser explicada pelo aumento da producao de leite nesses animais. Por outro lado,
a reducdo do teor de gordura em vacas alimentadas com farelo de canola em
substituicdo ao farelo de soja na dieta pode estar associada ao efeito de diluicdo
causado pelo aumento de producao de leite nesses animais (Weiss et al., 2015). O
aumento do teor de lactose em vacas alimentadas com farelo de canola em
substituicdo ao farelo de soja na dieta pode estar relacionado a maior producao de
leite desses animais. O processo de sintese de lactose se inicia no reticulo
endoplasmatico das células mamarias, onde pela acdo da lactose sintase ocorre a
formacado do dissacarideo (Costa et al., 2019). Em seguida, a lactose é transportada
para o complexo de Golgi, onde é embalada em vesiculas secretoras. A quantidade
de lactose dentro dessas vesiculas gera uma forte pressdo osmética, pois a lactose

ndo pode atravessar facilmente a membrana lipidica dessas vesiculas. Devido a essa
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pressdo osmotica, a 4gua € atraida para o interior das vesiculas secretoras a fim de
re-estabelecer o equilibrio. Esse influxo de agua para as vesiculas resulta no aumento
do volume do leite. Portanto, 0 aumento da porcentagem de lactose est4 associado
diretamente com o aumento na producao de leite (Costa et al., 2019). Além disso,
essa resposta também pode ser associada ao maior suprimento de aminoacidos
essenciais para a glandula mamaria nas vacas alimentadas com farelo de canola. A
extracdo de aminoécidos do grupo 2 pela glandula maméria ocorre em excesso em
relagdo a quantidade secretada na proteina do leite (NASEM, 2021). Esse excesso de
aminoacidos pode ser utilizado como substrato para a sintese de aminoacidos nao
essenciais (NASEM, 2021) e como fonte de carbono para a sintese de lactose na
glandula maméria (Bequette et al., 2006; Lapierre, Lemosquet e Ouellet, 2013; Silva
et al., 2022).

2.3.3. EFICIENCIA DE UTILIZACAO DO NITROGENIO

O nitrogénio € considerado elemento de importancia nutricional de alto custo
nas dietas de animais ruminantes. A eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio por
ruminantes € baixa, sendo que cerca de 15 a 40% é utilizado para a producéo
(Calsamiglia et al., 2010) e até 85% pode ser excretado no meio ambiente. Em vacas
leiteiras, a eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio pode variar de 20 a 45% (Aguirre-
Villegas et al., 2017). O excesso da excrecdo desse elemento e as emissdes de
amonia oriunda dos dejetos, tém impacto negativo para o meio ambiente (Paula;
Broderick; Faciola, 2020). A variagcdo na estimativa da eficiéncia de utilizacdo de
nitrogénio reflete as diferentes praticas nutricionais, sendo que melhor eficiéncia de
utilizacao do nitrogénio em sistemas de producao de leite indica melhor conversao do
nitrogénio consumido em proteina do leite e menor excre¢do para o meio ambiente.
Diversas pesquisas tém sido feitas para aumentar a eficiéncia do uso do nitrogénio
(Calsamiglia et al., 2010). Segundo os autores, as principais recomendac¢des da
literatura sdo baseadas no ajuste para sincronismo da degradagdo de proteina e
carboidratos fermentaveis, na utilizacdo de dietas equilibradas em PDR e PNDR e na
modificacdo do perfil de aminoacidos que chegam no intestino delgado para a
absorcao.

O fornecimento do perfil de aminoacidos adequado para a sintese proteica
maximiza o uso dos aminoacidos pela glandula mamaéaria, reduz a excrecdo de

nitrogénio e aumenta a eficiéncia do uso do nitrogénio (Arriola Apelo; Knapp; Hanigan,
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2014; Prestegaard-Wilson et al., 2021). Dentre as fontes proteicas vegetais utilizadas
nas dietas de vacas leiteiras, o farelo de canola é a fonte com perfil de aminoacidos
mais semelhante ao perfil de aminoacidos da proteina microbiana e do leite
(Schingoethe, 1996). Na meta-analise de Martineau, Ouellet e Lapierre (2014), os
autores concluiram que houve aumento da concentracdo plasmatica do total de
aminoacidos essenciais e dos aminoacidos de cadeia ramificada, com reducédo do
nitrogénio ureico no sangue e no leite, e aumento da eficiéncia de utilizagdo do
nitrogénio quando o farelo de canola foi utilizado em substituicdo a outras fontes
proteicas vegetais. Essa resposta demonstra a importancia do perfil de aminoacidos
do farelo de canola em comparacédo a outras fontes proteicas vegetais utilizadas na
dieta de vacas leiteiras.

O efeito da utilizacéo do farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja na
eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio em vacas leiteiras € inconsistente nos estudos
(Martineau; Ouellet; Lapierre, 2013; Broderick; Faciola; Armentano, 2015; Paula;
Broderick; Faciola, 2020; Benchaar et al., 2021). Broderick, Faciola e Armentano
(2015) avaliaram o desempenho produtivo de vacas leiteiras recebendo farelo de
canola ou farelo de soja como fonte proteica em dietas com baixo (15%) ou alto (17%)
teor de PB. A producao de proteina do leite foi maior (1,22 vs. 1,19 kg/dia; P = 0,02)
e eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio aumentou 0,8% (30,8 vs. 30,0%; P < 0,01) nas
vacas alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja em ambos
os teores de PB. A excrec¢éo de nitrogénio via leite (10,3 vs. 11,5 mg/dL; P < 0,01) e
via urina (206 vs. 229 g/dia; P < 0,01) foi menor nas vacas alimentadas com farelo de
canola em substituicdo ao farelo de soja em ambos os teores de PB. Nesse estudo
nao foi relatado o consumo de nitrogénio e a excre¢ao de nitrogénio via fezes.

Paula, Broderick e Faciola (2020) avaliaram o desempenho de vacas leiteiras
recebendo farelo de canola em substituicao ao farelo de soja em dietas com diferentes
proporcdes de silagem de alfafa e silagem de milho. Foram avaliadas trés diferentes
proporcdes dessas forragens na dieta: (I) 50% de silagem de alfafa e 10% de silagem
de milho, (II) 30% de silagem de alfafa e 30% de silagem de milho, e (Ill) 10% de
silagem de alfafa e 50% de silagem de milho. As dietas foram formuladas para serem
isoproteicas com 16% de PB. A incluséo de farelo de canola nas dietas foi de (I) 5,8;
(1) 11,8 e (Ill) 17,8%. O consumo de nitrogénio nao diferiu entre as vacas recebendo
farelo de canola ou farelo de soja na dieta (P = 0,39). A producéo de proteina do leite

foi maior (1,12 vs. 1,10 kg/dia; P = 0,03) e eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio
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estimada foi de 29,1% para as vacas alimentadas com farelo de canola e 28,9% para
as vacas alimentadas com farelo de soja, com aumento numeérico de 0,2%. A excrecao
de nitrogénio via leite (12,9 vs. 14,1 mg/dL; P < 0,01) e via urina (241 vs. 253 g/dia; P
= 0,05) foi menor nas vacas alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao
farelo de soja. A excrecao de nitrogénio via fezes néo diferiu entre as vacas recebendo
farelo de canola ou farelo de soja na dieta (184 vs. 183 g/dia; P = 0,72). Ndo houve
interac&do da fonte proteica com as proporc¢des de cada forragem que foram utilizadas
nas dietas (P = 0,25).

Benchaar et al. (2021) avaliaram o desempenho produtivo de vacas leiteiras
alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao farelo de soja. Os autores
avaliaram a incluséo de 0, 8, 16 e 24% de farelo de canola com base na matéria seca
da dieta. As dietas foram formuladas para serem isoproteicas com 16,3% de PB. O
consumo de nitrogénio foi maior nas vacas recebendo 8% (700 g/dia), 16% (707 g/dia)
ou 24% (718 g/dia) de farelo de canola em comparacao as vacas recebendo farelo de
soja na dieta (679 g/dia; P <0,01). A producédo de proteina do leite foi maior nas vacas
recebendo 8% (213 g/dia), 16% (218 g/dia) ou 24% (222 g/dia) de farelo de canola em
comparacao as vacas recebendo farelo de soja na dieta (210 g/dia; P < 0,01). A
eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio estimada néo diferiu entre as vacas recebendo
8% (30,4%), 16% (30,9%) ou 24% (30,9%) de farelo de canola em comparacdo as
vacas recebendo farelo de soja na dieta (30,9%; P = 0,71). A excrecao de nitrogénio
via leite foi menor nas vacas recebendo 8% (12,7 mg/dL), 16% (12,1 mg/dL) ou 24%
(12,2 mg/dL) de farelo de canola em comparacdo as vacas recebendo farelo de soja
na dieta (13,6 mg/dL; P <0,01). A excrecao de nitrogénio via urina foi menor nas vacas
recebendo 8% (234 g/d), 16% (224 g/d) ou 24% (224 g/d) de farelo de canola em
comparacao as vacas recebendo farelo de soja na dieta (238 g/d; P < 0,01). A
excrecdo de nitrogénio via fezes foi maior nas vacas recebendo 8% (217 g/d), 16%
(224 g/d) ou 24% (233 g/d) de farelo de canola em comparacédo as vacas recebendo
farelo de soja na dieta (206 g/d; P < 0,01).

O aumento da eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio em vacas leiteiras
alimentadas com farelo de canola pode ser explicado pelo maior suprimento de PNDR
do farelo de canola, e melhor utilizacdo dos aminoécidos essenciais absorvidos
(Martineau; Ouellet; Lapierre, 2013; Maxin; Ouellet; Lapierre, 2013). O maior
suprimento de PNDR pode aumentar o suprimento de aminoacidos essenciais no

intestino, na proteina metabolizavel (Martineau; Ouellet; Lapierre, 2013; Maxin;
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Ouellet; Lapierre, 2013) e no plasma de vacas leiteiras alimentadas com farelo de
canola (Maxin; Ouellet; Lapierre, 2013). O perfil de aminoacidos do farelo de canola é
0 mais semelhante com o perfil de aminoacidos do leite dentre as fontes proteicas
vegetais utilizadas nas dietas (Evans; Wood, 2023). Portanto, o farelo de canola pode
permitir adequado suprimento e perfil de aminoacidos essenciais fornecidos pela
PNDR. Na meta-analise de Martineau, Ouellet e Lapierre (2014) as concentracdes
plasméticas do total de amino&cidos essenciais, de metionina, e dos aminoacidos de
cadeia ramificada foram maiores nos animais recebendo farelo de canola em
comparacao a todas as outras fontes proteicas vegetais.

Além disso, o farelo de canola pode suprir de forma adequada as quantidades
de PDR (Martineau; Ouellet; Lapierre, 2013) com adequado perfil de aminoéacidos
(Maesoomi et al., 2006) e nao limitar a disponibilidade de nitrogénio para a sintese
microbiana. Paula et al. (2018) avaliaram o consumo e fluxo omasal das fracGes de
nitrogénio de vacas leiteiras alimentadas com farelo de canola em substituicdo ao
farelo de soja. Foram utilizadas 30 vacas holandesas multiparas, com producéo de
leite média de 44 + 7 kg de leite por dia com 119 + 23 dias em lactacdo, e 15 vacas
holandesas primiparas com producéo de leite média de 34 + 6 kg de leite por dia com
121 + 19 dias em lactacédo, distribuidas em delineamento em blocos casualizados,
recebendo as dietas experimentais por 12 semanas. As dietas foram formuladas para
serem isoproteicas (15,7% PB), com inclusdo de 11,2% de farelo de canola com base
na matéria seca da dieta. O consumo de matéria seca ndo diferiu entre as vacas
recebendo farelo de canola ou farelo de soja na dieta (27,1 vs. 26,7 kg/dia; P = 0,81).
O consumo de nitrogénio (668 vs. 625 g/dia; P = 0,04) e o suprimento de PDR (2,96
vs. 2,58 kg/dia; P = 0,10) foi maior nas vacas alimentadas com farelo de canola em
substituicao ao farelo de soja. A quantidade de nitrogénio digerida no rimen tendeu a
ser maior nas vacas alimentadas com farelo de canola em comparacao ao farelo de
soja (472 vs. 413 g/dia; P = 0,10). De acordo com o0s autores, 0 aumento numerico no
consumo de matéria seca das vacas alimentadas com farelo de canola propiciou maior
consumo de nitrogénio. Assim, houve maior disponibilidade de nitrogénio para os

microrganismos ruminais, garantindo suprimento adequado de PDR.

2.4. NUTRICAO PROTEICA NA REPRODUCAO DE VACAS LEITEIRAS

A proteina € um dos principais componentes da dieta que influenciam a

reproducdo de vacas leiteiras. A proteina dietética fornece PDR para a sintese de
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proteina microbiana, e PNDR para o suprimento de aminoacidos no intestino delgado
(NASEM, 2021). A proteina microbiana e a PNDR apés a digestao intestinal fornecem
o pool de aminoé&cidos disponiveis para serem utilizados para as funcdes fisiologicas.
Na reproducgdo, os aminoacidos desempenham papel crucial, e a otimizacdo dos
aminoacidos metabolizaveis para os animais € fundamental para assegurar essa
funcado. O suprimento de forma adequada e o perfil de aminoacidos das dietas podem
favorecer a reproducéo de vacas leiteiras, tanto por acdo direta dos aminoacidos no
sistema reprodutivo, quanto pela acao indireta da reducéo dos teores de nitrogénio
ureico no plasma.

Os aminoacidos sdo componentes do fluido encontrado no trato reprodutivo da
fémea e podem beneficiar o desenvolvimento oocitario (Sinclair et al., 2008; Read et
al., 2021), embrionario (Grobner, 2011; Leese, McKeegan e Sturmey, 2021) e o
estabelecimento da prenhez (Grobner, 2011). Os aminoacidos essenciais podem
atuar na reproducdo por meio da sintese proteica, da estimulacédo da via da proteina
alvo da rapamicina em mamiferos “mammalian target of rapamycin” - mTOR (Coleman
et al., 2020; Leese, McKeegan e Sturmey, 2021), do metabolismo de um carbono
(D’Mello, 2003), da sintese de moléculas antioxidantes (Zhou et al., 2016), do
metabolismo de lipideos (Acosta et al., 2017), da sintese de insulina, do horménio
foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) (Yang et al., 2000; Yang et al., 2009), de
estradiol (Yang et al., 2000), da melhoria da qualidade folicular e oocitaria (Liu et al.,
2018; Nie et al., 2018) e do reconhecimento (Grobner, 2011) e manutencdo da
prenhez (Wu, 2021). Ja os aminoacidos ndo essenciais estdo envolvidos nos
processos de sintese proteica (D’Mello, 2003), de sintese de enzimas antioxidantes
(D’Mello, 2003; Coleman et al., 2020; Liu et al., 2021), do desenvolvimento das células
da massa celular interna e das células do trofoblasto do embrido (Najafzadeh et al.,
2018) e na prevencédo dos efeitos toxicos da aménia no sistema reprodutivo (Orsi;
Leese, 2004).

O efeito dos aminoacidos no desenvolvimento oocitario, embrionario e no
estabelecimento da prenhez podem ser avaliados por meio da suplementacdo de
aminoacidos no meio de maturagdo dos odcitos e/ou no meio de cultivo dos provaveis
zigotos ou por meio do fornecimento de um aminoacido em especifico para vacas
leiteiras na forma de top-dress. Wiltbank et al. (2015), embasados em 17 estudos,
destacaram que o0s principais aminoacidos estudados relacionados ao

desenvolvimento embrionario e estabelecimento da prenhez em vacas leiteiras sdo a
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metionina, a lisina e a histidina. Dentre os trés, a metionina tem sido o aminoacido
mais estudado e a resposta tem sido variada, com efeito positivo (Bonilla et al., 2010;
Elsaadawy; Wu; Bu, 2022) ou sem efeito (Stangaferro et al., 2021; Toledo et al., 2023)
no desempenho reprodutivo de vacas leiteiras. O balanceamento de dietas com
suprimento e perfil adequado de aminoacidos também pode beneficiar a reproducao
por possibilitar a reducdo dos teores de nitrogénio ureico no plasma. A utilizacdo de
dietas com alto teor de PB ou deficientes em carboidratos fermentaveis pode resultar
em utilizag&o ineficiente do nitrogénio, absor¢cado excessiva de nitrogénio amoniacal
do rimen e maior teor de nitrogénio ureico no plasma (Thatcher; Santos; Staples,
2011). O maior teor de nitrogénio ureico no plasma tem sido associado com a reducao
da fertilidade de vacas leiteiras (Lean et al., 2012; Wiltbank et al., 2014; Feng et al.,
2022). O excesso de nitrogénio amoniacal do rumen pode ser refletido nas
concentracfes de nitrogénio ureico no sangue e no leite, e esses indicadores sao
utilizados para avaliar as associacfes do metabolismo da proteina dietética com o0s
parametros reprodutivos (Butler, 1998; Sinclair et al., 2014). O nitrogénio ureico do
sangue pode se difundir facilmente para o Utero, e dessa forma atuar como
antagonista da fertilidade em vacas leiteiras (Jordan et al., 1983; Lean et al., 2012;
Wiltbank et al., 2014; Cheng et al., 2015).

A reducdao da fertilidade de vacas leiteiras causada pelo excesso de nitrogénio
ureico pode estar associada a alteracdo no ambiente uterino e no desenvolvimento
folicular e oocitario (Elrod; Butler, 1993; Feng et al., 2022). No ambiente uterino, as
implicacdes podem ser pelo efeito toxico nas células endometriais (Feng et al., 2022),
por alteracdo nas secrecdes de prostaglandina (Butler, 1998; Kowsar et al., 2016), e
de minerais (Jordan et al., 1983), e pela reducéo do pH uterino (Elrod; Van Amburgh;
Butler, 1993; Elrod; Butler, 1993). O desenvolvimento folicular e oocitario pode ser
prejudicado pela alta concentracdo de nitrogénio no fluido folicular, a qual pode
prejudicar a foliculogénese e oogénese por reduzir o crescimento e viabilidade das
células da granulosa (Rooke et al., 2004), por alterar os processos de maturacao
nuclear e citoplasmatica do odcito (Sinclair et al., 2000; Santos et al., 2009), e por
induzir a apoptose celular (Santos et al., 2009; Kowsar et al., 2018). Além das
implicag@es diretas do efeito do excesso de nitrogénio no ambiente uterino e folicular,
esse efeito também pode ser de forma indireta pelo gasto energético para
detoxificacdo da amonia a ureia no figado (Butler, 1998; Leroy et al., 2008; Almeida et
al., 2021).
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Na reviséo de literatura feita por Butler (1998), o autor postulou o valor maximo
de nitrogénio ureico no plasma de 19 mg/dL e no leite para que ndo ocorram prejuizos
na fertilidade de vacas leiteiras. Em 2017, outro grupo de pesquisa realizou uma meta-
analise, a partir de 21 estudos, da relacdo entre as concentracdes de nitrogénio ureico
no plasma e no leite e o desempenho reprodutivo de vacas leiteiras (Raboisson et al.,
2017). Os autores observaram reducdo de 43% da taxa de prenhez quando a
concentracéo de nitrogénio ureico no plasma e no leite foram acima de 19 mg/dL (P <
0,05). O valor méximo estabelecido de nitrogénio ureico no plasma e no leite foi de 19
mg/dL. Esse valor permaneceu consistente com a revisao de literatura realizada por
Butler (1998), mesmo apds quase 10 anos.

Embora esses valores de nitrogénio ureico no plasma e no leite sejam
considerados limiares para a reproducéo, respostas variaveis dessa associacdo em
rebanhos leiteiros podem ser observadas na literatura (Carroll et al., 1988; Blanchard
etal., 1990; Elrod e Butler, 1993; Garcia-Bojalil et al., 1994; Barton et al., 1996; Sinclair
et al., 2000; Westwood et al., 2000; Santos et al., 2009; Kowsar et al., 2018). A razéo
para a variacao na resposta entre o teor de nitrogénio ureico no sangue e no leite com
0S parametros reprodutivos em vacas leiteiras ndo é totalmente elucidada (Berry et
al., 2016).

A avaliacao dos efeitos do maior teor de nitrogénio ureico no sangue e no leite
sobre o desenvolvimento oocitario, embrionario, e nos indices reprodutivos pode ser
feita fornecendo aos animais dietas variando nos teores de PB, na relagédo de PDR e
PNDR, no tipo e proporc¢éo de carboidratos, ou por meio da inclusao de ureia na dieta.
Adicionalmente, estudos in vitro séo feitos pela adicdo de ureia ao meio de maturacéo
dos odcitos e/ou ao meio de cultivo dos provaveis zigotos.

No primeiro caso, 0 aumento das concentracdes de nitrogénio ureico no plasma
e no leite é considerado fator de forma isolada a afetar os parametros reprodutivos
dos animais. Porém, a relagdo proteina e energia da dieta, o balan¢co energético
negativo (Garcia-Bojalil et al., 1994), a interacdo do consumo de PB com o balanco
energético (Butler, 1998), o periodo de fornecimento das dietas (Hammon; Wang;
Holyoak, 2000; Leroy et al., 2008), a producéo de leite (Westwood et al., 2000; Guo et
al., 2004), o numero de lacta¢des, a saude dos animais, as condicfes ambientais, as
praticas de manejo (Garcia-Bojalil et al., 1994), e as interacbes desses fatores,
também podem afetar os parametros reprodutivos de vacas leiteiras. Portanto, nessas

condigdes, o efeito se torna multifatorial, 0 que pode explicar a variacao das respostas
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obtidas em cada estudo. No segundo caso, o fator nitrogénio ureico é aplicado de
forma isolada por tempo determinado, de acordo com a metodologia padrdo de
maturacgdo e cultivo in vitro, para avaliar o desenvolvimento oocitario e embriondrio.
Portanto, dessa forma, os outros fatores anteriormente citados que poderiam também
estar interferindo na resposta sdo excluidos da avaliacdo. Nesses estudos, ndo ha
muita variacdo nas respostas e, geralmente, o desenvolvimento oocitario e
embrionério sdo prejudicados pelo excesso de nitrogénio ureico (De Wit et al., 2001,
Kowsar et al., 2018).

De acordo com 0 NASEM (2021), a formulacdo de dietas visando a otimizacao
dos aminoacidos metabolizaveis alinha-se a atual tendéncia de reduzir a PB da dieta
e aumentar o suprimento de aminoacidos para vacas leiteiras, limitando problemas na
reproducao, associados ao alto teor de nitrogénio ureico no plasma. A utilizacao de
fontes proteicas com maior teor de PNDR e melhor perfil de aminoacidos pode
aumentar o fluxo de proteina e aminoacidos metabolizaveis para o animal, reduzir o
teor de nitrogénio ureico no sangue e no leite e, dessa forma, melhorar o desempenho
reprodutivo de vacas leiteiras. Tamminga (2006) mostrou a relagéo do teor de PDR
da dieta e do teor de nitrogénio ureico no sangue com parametros reprodutivos de
vacas leiteiras. O autor fez um levantamento de dez estudos, em que foram relatados
o teor de PDR, o teor de nitrogénio ureico no sangue e parametros reprodutivos, como
dias para a primeira ovulacéo, dias para a primeira inseminacao, taxa de concepc¢ao
a primeira inseminacéo, dias em aberto, nimero de servi¢os por concepcao e taxa de
prenhez. O autor observou que em todos os estudos houve melhoria nos indices
reprodutivos das vacas que foram alimentadas com menor teor de PDR, associado
positivamente com o teor de nitrogénio ureico no sangue.

Aboozar et al. (2012) avaliaram o desempenho reprodutivo de vacas leiteiras
alimentadas com diferentes teores de PNDR na dieta no inicio da lactagdo. Foram
utiizadas 58 vacas holandesas, distribuidas em delineamento em blocos
casualizados, recebendo as dietas experimentais da terceira semana pos-parto até
120 dias em lactacéo. As dietas foram: (I) baixo (6,65%), (1) médio (7,72%) e (lll) alto
(8,79%) teor de PNDR, sendo todas as dietas com valor fixo de 11,3% de PDR. As
dietas de médio e alto teor de PNDR geraram maior fluxo de proteina metabolizavel.
A producéo de leite aumentou 3,12 kg por dia nas vacas alimentadas com alto teor de
PNDR na dieta, em comparacao as vacas alimentadas com baixo teor de PNDR na

dieta (38,54 vs. 35,42 kg/dia; P = 0,03). A produgéo de leite n&o diferiu entre as vacas
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recebendo alto (38,54 kg) ou médio (35,81 kg), e entre as vacas recebendo meédio
(35,81 kg) ou baixo (35,42) teor de PNDR na dieta (P > 0,05). O numero de servi¢os
por concepcgao (1,76; 2,37 e 2,72) e o numero de dias em aberto (90, 123 e 122) foram
menores nas vacas alimentadas com alto teor de PNDR na dieta, em comparagao
com as vacas alimentadas com médio ou baixo teor de PNDR na dieta (P < 0,05). A
taxa de concepcao na primeira inseminacao foi maior nas vacas alimentadas com alto
teor de PNDR em comparacao as alimentadas com baixo teor de PNDR na dieta (50,1
vs. 24,6%; P = 0,03) e foi maior nas vacas alimentadas com médio teor de PNDR em
comparacao as alimentadas com baixo teor de PNDR na dieta (41,0 vs. 24,6%; P =
0,03). A taxa de concepcdo na primeira inseminacdo nao diferiu entre vacas
alimentadas com alto ou médio teor de PNDR na dieta (50,1 vs. 41,0%; P = 0,03).
Na meta-andlise feita por Lean et al. (2012) foram avaliados 21 estudos nos
quais o teor de PDR da dieta foi associado com o efeito do alto teor de nitrogénio
ureico no sangue e a taxa de concepc¢éo de vacas leiteiras. Os autores observaram
gue a taxa de concepcéao néao foi afetada pela concentragéo de nitrogénio ureico no
sangue (P > 0,05). No entanto, as vacas alimentadas com dietas com maior teor de
PDR tiveram reducéo de 9% na chance de concepcéao, em dietas que variaram de 11
a 23% no teor de PB (P = 0,02). Na meta-analise feita por Rodney et al. (2018) foram
avaliados 14 estudos em que a relacdo entre a degradabilidade da fonte proteica e o
intervalo do parto a prenhez de vacas leiteiras foi estudada. Os autores observaram
que vacas alimentadas com dietas com fontes de maior degradac¢ao no rimen tiveram

maior intervalo do parto a prenhez (P > 0,05).

2.5. A UTILIZACAO DO FARELO DE CANOLA EM SUBSTITUICAO AO FARELO
DE SOJA NA REPRODUCAO DE VACAS LEITEIRAS

A utilizacdo do farelo de canola nas dietas, além de propiciar beneficios na
producdo, pode também ser favoravel para a reproducdo de vacas leiteiras. A
utilizagdo de dietas com farelo de canola pode aumentar o teor de aminoacidos
essenciais no sangue de vacas leiteiras em comparacédo a dietas com farelo de soja
(Martineau; Ouellet; Lapierre, 2014). Martineau, Ouellet e Lapierre (2014) avaliaram a
concentracdo plasméatica de aminoacidos de vacas leiteiras alimentadas com farelo
de canola em comparagédo a outras fontes proteicas vegetais em 21 experimentos
oriundos de 10 estudos. Os autores observaram aumento (P < 0,05) do total de

aminoacidos e de aminoacidos essenciais no sangue nas vacas alimentadas com
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farelo de canola em substituicdo a outras fontes proteicas da dieta. Maxin, Ouellet e
Lapierre (2013) avaliaram a concentracdo plasmatica de aminoacidos de vacas
leiteiras alimentadas com farelo de soja ou farelo de canola como fonte proteica da
dieta. As vacas alimentadas com farelo de canola tiveram teor de metionina 25% maior
do que as vacas alimentadas com farelo de soja (40,5 vs. 32,4 uM, P < 0,05).

O farelo de canola por ser uma fonte proteica de menor degradabilidade ruminal
do que o farelo de soja, possibilita redu¢cdo na producao de nitrogénio amoniacal no
riumen (Broderick, Faciola e Armentano, 2015) e do nitrogénio ureico no sangue
(Martineau; Ouellet; Lapierre, 2014). Na meta-analise feita por Martineau, Ouellet e
Lapierre (2014), os autores observaram reducdo no teor de nitrogénio ureico no
sangue de 2,27 mg/dL para cada 10% de fornecimento do farelo de canola em
substituicdo a outras fontes proteicas da dieta.

2.5.1. QUALIDADE OOCITARIA

O maior suprimento de PNDR das dietas com farelo de canola pode aumentar
o suprimento de aminoacidos metabolizadveis para vacas leiteiras (Maxin; Ouellet;
Lapierre, 2013). O aumento da disponibilidade de aminoacidos no sangue reflete nas
concentracfes dos aminoacidos no fluido folicular (Leroy et al., 2004; Sinclair et al.,
2008). Portanto, ao aumentar a disponibilidade desse nutriente no sangue e fluido
folicular via dieta pode ocorrer resposta positiva na qualidade oocitaria de vacas
leiteiras (Santos; Cerri; Sartori, 2008; Reed, 2022).

Sinclair et al. (2008) correlacionaram a concentragdo de aminoacidos do fluido
folicular com a qualidade de odcitos bovinos oriundos de abatedouro. Os complexos
cumulus-oophorus (COCs) foram obtidos por meio de aspiracao de foliculos com 6 a
8 mm de diametro. A qualidade oocitaria foi avaliada por morfologia dos COCs de
acordo com as ceélulas do cumulus e caracteristicas do citoplasma. Os COCs de
gualidade excelente - grau 1 (mais de cinco camadas compactas de células do
cumulus e citoplasma homogéneo), boa - grau 2 (menos de cinco camadas compactas
de células do cumulus e citoplasma homogéneo ou com granulag¢des sutis) e regular
- grau 3 (menos de cinco camadas do cumulus ligeiramente expandidas com
citoplasma irregular) foram utilizados nas andlises devido a melhor qualidade. Os
COCs foram maturados por periodo de 20 a 24 horas, fertilizados e cultivados. Os
embrides foram avaliados quanto a fase de desenvolvimento nos dias 2 e 8 de cultivo.

O fluido de cada foliculo foi coletado separadamente para a analise da concentracéo
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e do perfil de aminoacidos. A concentracao total de aminoéacidos foi menor (P < 0,05)
no fluido oriundo de foliculos cujos odécitos ndo clivaram (4,29 pmol/mL), em
comparacdo com o fluido de foliculos cujos odcitos clivaram (5,28 pmol/mL) ou se
desenvolveram a blastocistos (5,42 pmol/mL). Dentre todos os amino&cidos
essenciais e ndo essenciais avaliados, os mais correlacionados positivamente com o
grau de qualidade oocitaria foram a metionina e a leucina (P < 0,05). O autor pontuou
que a maior concentracdo de metionina no fluido folicular foi positivamente
correlacionada a avaliagdo morfolégica dos COCs.

Rooke et al. (2009) avaliaram a relacdo da concentracdo plasmatica de
aminoacidos com a qualidade oocitaria em novilhas leiteiras. Trinta e duas novilhas
leiteiras, com aproximadamente 24 meses de idade, foram distribuidas em
delineamento em blocos casualizados em arranjo fatorial 2 x 2, sendo o primeiro fator
a concentracdo de amido (alta - 42,4% ou baixa - 14,9%) e o segundo fator a
concentracdo de leucina na dieta (alta - 10,3% ou baixa - 8,4%). Para obter maior
concentragdo de leucina na dieta, os autores incluiram farelo de glaten de milho como
fonte proteica. Na dieta com baixa concentragéo de leucina foi utilizado o farelo de
soja como fonte proteica. As novilhas foram sincronizadas, os COCs foram aspirados
e avaliados quanto a morfologia de acordo com as células do cumulus e as
caracteristicas do citoplasma. Os COCs que néo estavam desnudos foram maturados
por 24 horas, e fertilizados. Os provaveis zigotos foram cultivados e avaliados quanto
a clivagem no dia 2 e quanto a producao de blastocistos e fase de desenvolvimento
no dia 8 de cultivo. O numero de COCs recuperados, a qualidade oocitaria e 0 nUmero
de odcitos que clivaram nédo foram influenciados pelo teor de amido ou de leucina da
dieta (P > 0,05). A concentracdo plasmatica do total de aminoacidos foi associada
positivamente (P < 0,01) com a proporc¢ao de oocitos que clivaram apos fertilizacao.

O efeito de maior suprimento de PNDR na dieta e da alteragéo da concentracao
de aminoacidos no sangue e fluido folicular via dieta especificamente na qualidade
oocitaria de vacas leiteiras ainda precisa ser melhor elucidado. Os estudos, em sua
maioria, sédo feitos in vitro com a suplementacdo de determinados aminoacidos no
meio de maturacdo (Rosenkrans; First, 1994; Rezaei; Chian, 2005). A linha de
pesquisa que tém como objetivo avaliar a composi¢cdo de aminoacidos no fluido
folicular de animais alimentados com diferentes fontes proteicas na dieta, e sua

relacdo com a qualidade oocitaria € escassa.
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Além dos mecanismos associados ao maior suprimento de PNDR e
aminoacidos metabolizaveis, a inclusdo do farelo de canola na dieta de vacas leiteiras
pode melhorar a qualidade oocitéria por reduzir o teor de nitrogénio ureico no sangue.
Embora a relag&o do teor de nitrogénio ureico no sangue e o desempenho reprodutivo
de vacas leiteiras seja controversa, os resultados sdo mais consistentes quando o
foco € a qualidade oocitaria. Sinclair et al. (2000) avaliaram o desenvolvimento folicular
e a competéncia de desenvolvimento in vitro de odcitos coletados de novilhas
alimentadas com dietas que geraram baixa ou alta concentracao de nitrogénio ureico
no plasma. Foram utilizadas 48 novilhas (Charolés x Holstein-Friesian) com média de
20 meses de idade. As dietas foram formuladas para serem isoenergéticas e
isoproteicas, diferindo apenas na fonte primaria de carboidratos e de proteina. A
primeira fonte de carboidrato era menos fermentavel (fibra oriunda de palha) e a
segunda mais fermentavel (amido oriundo de trigo e cevada) no riumen. A primeira
fonte proteica era de liberacdo mais lenta (farelo de colza) e a segunda fonte de
liberacdo mais rapida (ureia) no rimen. Essa configuracdo nas dietas resultou no
arranjo fatorial 2 x 2 com as duas fontes de carboidratos (baixa ou alta liberagéo de
energia) e duas taxas de liberacdo de nitrogénio (sincrona ou assincrona). As quatro
combinacdes resultantes foram: (1) dieta com baixa liberagéo de energia, sincrona; (ll)
dieta com baixa liberacdo de energia, assincrona; (Ill) dieta com rapida liberacéo de
energia, sincrona; (IV) dieta com rapida liberacdo de energia, assincrona. As dietas
foram fornecidas durante 18 dias. As combinagdes | e Il resultaram no grupo de baixa
formacdo de amoénia no ramen, e as combinacdes Il e IV no grupo de alta formacao
de aménia no ramen. As concentracdes de nitrogénio ureico no plasma e de amoénia
no fluido folicular foram maiores nas novilhas alimentadas com dietas que geraram
alta concentracado de amonia no rimen do que naquelas alimentadas com dietas que
geraram baixa concentragdo de amonia no rumen (19,6 vs. 16,0 mg/dL e 911,7 vs.
787,3 nmol/mL, respectivamente, P < 0,01). O numero de foliculos pequenos e
meédios, e o nimero de odcitos recuperados nao diferiram entre os tratamentos (P >
0,10). As taxas de clivagem (47,4 vs. 62,4%; P = 0,02) e de blastocistos (10,9 vs.
20,6%; P = 0,06) foram menores quando os odcitos foram derivados de novilhas que
receberam dieta que propiciou alta concentracdo de nitrogénio ureico no plasma em
comparacao as novilhas alimentadas com a dieta que propiciou baixa concentracao

nitrogénio ureico no plasma. O numero total de blastocistos que se desenvolveram no



51

dia 7 e 8, o estagio de desenvolvimento, e a qualidade dos embrides néo diferiram
entre os tratamentos (P > 0,10).

Santos et al. (2009) avaliaram os efeitos do teor de nitrogénio plasmatico na
capacidade dos COCs recuperados se desenvolverem a blastocistos por meio da
fertilizacdo e cultivo in vitro. Foram utilizadas 56 novilhas (Holstein-Friesian), que
foram abatidas e os ovarios foram coletados e separados em trés grupos, de acordo
com o teor de nitrogénio ureico no plasma: (l) abaixo de 13 mg/dL; (ll) de 13 a 16
mg/dL; e (Ill) acima de 16 mg/dL. Os COCs foram obtidos por meio de aspiracao de
foliculos com diametro entre 2 e 8 mm e maturados durante 24 horas. Posteriormente,
0s COCs foram fertilizados e os provaveis zigotos cultivados por oito dias. A proporcao
de odcitos oriundos de novilhas com teor de nitrogénio ureico no plasma acima de 16
mg/dL que clivaram e se desenvolveram a blastocistos no dia 8 foi menor, em
comparacao aos odécitos oriundos de novilhas com teor de nitrogénio ureico no plasma
abaixo de 13 mg/dL e de 13 a 16 mg/dL (taxa de clivagem: 72,5%, 72,2% e 61,7%; P
< 0,01, e taxa de blastocistos: 34,0%, 28,3% e 23,0%, respectivamente; P < 0,05). A
taxa de apoptose celular foi maior nos blastocistos que foram oriundos dos odcitos de
novilhas com teor de nitrogénio ureico no plasma acima de 16 mg/dL, em comparacao
aos blastocistos que foram oriundos dos odcitos de novilhas com teor de nitrogénio
ureico no plasma abaixo de 13 mg/dL e de 13 a 16 mg/dL (43,2%, 25,9% e 19,0%,
respectivamente; P < 0,05).

Em um estudo in vitro, De Wit, Cesar e Kruip (2001) avaliaram os efeitos da
suplementacao de ureia na maturacao oocitaria e na competéncia de desenvolvimento
de odcitos bovinos oriundos de abatedouro. Os COCs foram obtidos por meio de
aspiracao de foliculos com didmetro entre 2 e 8 mm e avaliados quanto & morfologia.
Os COCs com células do cumulus compactas e com presenca de granulacdes escuras
no citoplasma foram maturados durante 24 horas em meio de maturacao base sem
ureia (controle) ou com 6 mM de ureia, que corresponde a 16,8 mg/dL de nitrogénio
ureico no sangue. Ap0s a maturacdo, os oocitos foram avaliados quanto a fase de
desenvolvimento nuclear (vesicula germinativa, metafase I, telofase e metafase Il),
gue foi considerada a medida de qualidade oocitaria. Em conjunto a esse primeiro
experimento, foi realizado outro para avaliar o desenvolvimento embrionario. Os
COCs foram submetidos aos mesmos tratamentos e maturados conforme descrito
anteriormente. Apés o periodo de maturacao, os COCs foram fertilizados e cultivados

por 9 dias. O numero de o04citos no estagio de vesicula germinativa foi menor no grupo
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controle do que no grupo que recebeu adicdo de ureia no meio de maturacéo (P <
0,01). O numero de odcitos no estagio de metafase | e Il foi menor no grupo que
recebeu adicao de ureia no meio de maturacao (P < 0,01). A porcentagem de odcitos
fertilizados (43,2 vs. 64,1%), de embrides clivados (56,1 vs. 68,8%), e a porcentagem
de morula e blastocistos no dia 7 (14,8 vs. 22,4%) de avaliacdo expressas como
porcentagem dos o0citos cultivados foram menores no grupo que recebeu ureia no
meio de maturagcdo em comparacao ao grupo controle (P < 0,05). O desenvolvimento
embrionario quando expresso como porcentagem dos odcitos clivados néo foi afetado
pela adicdo de ureia ao meio de maturacéo (P > 0,05).

Kowsar et al. (2018) avaliaram os efeitos da suplementacdo de ureia no
desenvolvimento de od6citos bovinos oriundos de abatedouro. Os COCs foram obtidos
por meio de aspiracdo de foliculos com diametro entre 4 e 8 mm, classificados e
somente os de qualidade excelente - grau 1 (mais de trés camadas compactas de
células do cumulus e citoplasma homogéneo) e boa - grau 2 (menos de trés camadas
de células do cumulus e citoplasma homogéneo ou com granulacfes sutis) foram
utilizados nas analises. Os COCs foram maturados durante 24 horas em meio de
maturacdo base sem ureia (controle), ou com 20 ou com 40 mg/dL de ureia. As
concentracdes utilizadas no meio correspondem a 0; 9,3 e 18,7 mg/dL de nitrogénio
ureico no sangue. Apds a maturacdo, os COCs foram fertilizados e os provaveis
zigotos foram cultivados e avaliados quanto a fase de desenvolvimento nos dias 1, 3,
7 e 9 de cultivo. A taxa de fertilizacao foi maior no grupo controle em comparagéo aos
grupos com adicao de 20 e de 40 mg/dL de ureia no meio de maturacao (87,6; 81,1 e
75,1%, respectivamente, P < 0,05). A taxa de odcitos degenerados no dia 3 de cultivo
foi maior nos grupos com adicdo de 20 mg/dL e de 40 mg/dL de ureia no meio de
maturacdo em comparacdo ao grupo controle (P < 0,01). As propor¢cdes de odcitos
fertilizados e cultivados que se tornaram blastocistos foram menores nos grupos com
adicdo de 20 mg/dL e de 40 mg/dL de ureia no meio de maturagdo em comparacao

ao grupo controle (P < 0,05).

2.5.2. ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Os processos metabdlicos do organismo produzem espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio de forma natural durante as rea¢gbes que envolvem ambos os
compostos. O termo “espécie reativa” refere-se a moléculas que contém um ou mais

elétrons desemparelhados (Keane; Ealy, 2024). Devido a essa caracteristica, essas
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espécies podem reagir com outras moléculas para ganhar estabilidade, o que, pode
levar a diversos danos celulares. As espécies reativas de oxigénio sdo as mais
estudadas nesse contexto, sendo reconhecidas por seus efeitos nocivos no odécito e
no embrido (Keane; Ealy, 2024). O organismo, por sua vez, possui mecanismos
antioxidantes que ajudam a manter um equilibrio adequado entre a producdo de
espécies reativas e a protecao celular. Quando ha um excesso dessas espécies, pode
ocorrer o que se denomina estresse oxidativo (Sordillo; Aitken, 2009; Gilbert, 2019).

O estresse oxidativo é definido como o desequilibrio entre as espécies reativas
de oxigénio e as defesas antioxidantes da célula, resultando em peroxidacao lipidica
da membrana celular, oxidacdo de proteinas e danos ao DNA (Sordillo; Aitken, 2009).
Segundo o0s autores, essas alteracdes podem induzir a célula ao processo de
apoptose, comprometendo a integridade e a funcgéo celular. Os mecanismos de defesa
produzidos pelo organismo para neutralizar as espécies reativas de oxigénio sao
conduzidos por via enzimatica ou ndo enzimatica. A via enzimatica é a via primaria de
defesa (Lu et al. 2018) e é considerada a mais eficiente, pois catalisa diretamente a
reducdo das espécies reativas (Sordillo; Aitken, 2009). As enzimas como a glutationa,
a superoxido dismutase e a catalase sdo as principais enzimas que facilitam essas
reacodes, convertendo espécies reativas em moléculas menos prejudiciais.

No odcito, niveis fisioldgicos de espécies reativas de oxigénio sdo essenciais
para a maturacdo e competéncia oocitaria (Krisher, 2013). Porém, em excesso,
podem prejudicar os processos de maturacdo nuclear e dessa forma reduzir a
qualidade e o desenvolvimento oocitario (Lu et al. 2018; Gilbert, 2019). Portanto, &
fundamental que o oécito mantenha equilibrio adequado entre o estresse oxidativo e
a defesa antioxidante (Krisher, 2013). O sistema antioxidante intra-folicular é
responsavel pela regulacdo dessa defesa antioxidante no oo6cito (Gonzalez-
Maldonado et al., 2018). O principal sistema enzimatico que atua no desenvolvimento
oocitario € o mediado pela glutationa (Keane; Ealy, 2024). De acordo com 0s autores,
€ necessario o armazenamento elevado da enzima glutationa no odécito para que 0s
processos de maturacao e fertilizagdo ocorram de maneira adequada. Além desse
sistema de neutralizacdo das espécies reativas, 0s sistemas das enzimas superéxido
dismutase e catalase também atuam em conjunto, formando uma rede de defesa
antioxidante integrada.

Os odcitos que se desenvolvem dentro de um fluido folicular com melhor

capacidade antioxidante podem ser de melhor qualidade, o que pode aumentar a taxa
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de fertilizacdo (Gupta et al., 2011). O fluido folicular é formado através da transudacao
do soro sanguineo (Gérard et al., 2002) e por substancias produzidas localmente no
ambiente folicular pelas células da teca e granulosa (Guerreiro et al., 2018). Portanto,
alteracbes metabdlicas no soro sanguineo podem se refletir na composi¢éo
bioquimica do fluido folicular e podem influenciar diretamente a qualidade oocitaria
(Leroy et al., 2004). Dessa forma, a qualidade e o desenvolvimento oocitario podem
ser melhorados com o aumento da producdo de enzimas antioxidantes no sangue e
fluido folicular de vacas leiteiras.

Os aminoacidos sdo substratos para a producdo de enzimas antioxidantes
(D’Mello, 2003; Zhou et al., 2016; Coleman et al., 2020; Liu et al., 2021; Keane; Ealy,
2024). Ali, Bilodeau e Sirard (2003) avaliaram a suplementacdo do aminoacido
cisteina que é considerado substrato de enzimas antioxidantes no desenvolvimento
de odcitos bovinos. Os COCs foram obtidos por meio de aspiracédo de foliculos com
tamanho entre 2 e 6 mm, classificados e somente os odécitos de grau | foram utilizados
nas andlises. Os odcitos foram maturados durante 24 horas em meio de maturagcéo
base sem (controle) ou com cisteina (0,6 mM). Apés a maturacao, os odécitos foram
fertilizados, cultivados e a taxa de clivagem foi avaliada depois de 72 h de cultivo. O
namero de embriBes que se desenvolveram a morula e a blastocisto foi avaliado no
dia 8 de desenvolvimento. A taxa de clivagem néao diferiu entre os tratamentos (P >
0,05). A proporcao de odécitos que se desenvolveram a morula e a blastocisto foi maior
no tratamento com cisteina em comparacao ao tratamento controle (33,3% vs. 20,3%;
P < 0,05). No mesmo estudo, os autores cultivaram zigotos em meio de cultivo com
em meio de maturacdo base sem (controle) ou com cisteina (0,6 mM). Esses zigotos
ndo receberam suplementagdo de cisteina no meio de maturagéo e fertilizac&o.
Semelhante ao ocorrido com os odcitos que foram maturados em meio com cisteina,
a proporcao de oocitos que se desenvolveram a morula e a blastocisto foi maior no
tratamento com cisteina em comparacao ao tratamento controle (30,6 vs. 22,2%; P <
0,05).

2.6. CONSIDERACOES GERAIS

O farelo de canola € um coproduto proteico vegetal que tem ganhado
popularidade nas dietas de vacas leiteiras, devido aos seus efeitos similares ou
superiores na producédo de leite e solidos do leite, assim como na eficiéncia de

utilizacao do nitrogénio, perante a outras fontes proteicas como o farelo de soja. Além



55

disso, o farelo de canola pode propiciar reducéo do teor de nitrogénio ureico no sangue
em comparacao com a utilizacdo do farelo de soja. Esses efeitos sdo explicados pelo
maior suprimento de PNDR, aliado ao aumento da disponibilidade de aminoacidos
metabolizaveis oriundos dessa fonte proteica.

O maior suprimento de PNDR com melhor perfil de aminoacidos, o maior fluxo
de aminoacidos metabolizaveis gerado e 0 menor teor de nitrogénio ureico no sangue
de vacas leiteiras alimentadas com farelo de canola em substituicéo ao farelo de soja
podem impactar positivamente a qualidade oocitaria. Além disso, é possivel que o
maior suprimento de aminoacidos metabolizaveis estimule a atividade de enzimas
antioxidantes no fluido folicular e, dessa forma, favoreca a qualidade oocitaria.

No Brasil, as dietas de vacas leiteiras sdo baseadas em milho e soja. O farelo
de soja € a principal fonte proteica que € utilizada nas dietas, sendo uma fonte proteica
de alta degradabilidade ruminal e com baixo teor de metionina. Portanto, nessas
dietas o principal aminoacido limitante € a metionina. Nesse contexto, a utilizacdo do
farelo de canola nas dietas de vacas leiteiras, no nosso pais, pode ser uma opc¢éo
promissora. A producdo de canola no Brasil estd em expansdo com aumento
aproximado de 70% no ano de 2023 em relacéo ao ano anterior. As projecdes indicam
crescimento ainda mais significativo na producéo, com possibilidade de aumento de
até 100% em 2024 em comparacao com 2023. Esse aumento na producéo acarreta
maior disponibilidade do coproduto farelo de canola, o que pode fazer com que essa
fonte proteica seja uma alternativa viavel e econbmica para a producdo de leite
brasileira. Portanto, todos esses pontos corroboram para a utilizacao desse coproduto
e estdo alinhados com os pilares de sustentabilidade econbmica e ambiental do

sistema de producéo de leite.



56

REFERENCIAS

ABOOZAR, M. et al. Impacts of different levels of RUP on performance and
reproduction of Holstein fresh cows. Journal of Animal and Veterinary Advances,
v. 11, p. 1338-1345, 2012.

ACOSTA, D. A. V. et al. Effects of rumen-protected methionine and choline
supplementation on steroidogenic potential of the first postpartum dominant follicle
and expression of immune mediators in Holstein cows. Theriogenology, v. 96, p. 1-
9, 2017.

ADEWOLE, D. I. et al. Chemical and nutritive characteristics of canola meal from
Canadian processing facilities. Animal Feed Science and Technology, v. 222, p.
17-30, 2016.

AGUIRRE-VILLEGAS, H. A. et al. Dairy cow nitrogen efficiency. Sustainable Dairy.
University of Wisconsin Extension. Sustainable Dairy Fact Sheet Series, 2017.

AKBARI, A.; WU, J. An integrated method of isolating napin and cruciferin from
defatted canola meal. LWT-Food Science and Technology, v. 64, n. 1, p. 308-315,
2015.

ALI, A. A.; BILODEAU, J. F.; SIRARD, M. A. Antioxidant requirements for bovine
oocytes varies during in vitro maturation, fertilization and development.
Theriogenology, v. 59, n. 3-4, p. 939-949, 2003.

ALMEIDA, R. et al. Associations of days open with milk urea nitrogen and other herd
traits in dairy cows. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 50, e20200081, 2021.

ANGELOTTI-MENDONCA, J. et al. Canola (Brassica napus L.). Piracicaba, S&o
Paulo, Brasil: Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”- Divisado de
Biblioteca, 2016.

ARCE-CORDERO, J. A. et al. Effects of neutral detergent fiber digestibility estimation
method on calculated energy concentration of canola meals from 12 Canadian
processing plants. Journal of Animal Science, v. 99, n. 11, p. skab309, 2021.

ARRIOLA APELO, S. I.; KNAPP, J. R.; HANIGAN, M. D. Invited review: Current
representation and future trends of predicting amino acid utilization in the lactating
dairy cow. Journal of Dairy Science, v. 97, n. 7, p. 4000-4017, 2014.

BARTON, B. A. et al. Effects of dietary crude protein, breed, parity, and health status
on the fertility of dairy cows. Journal of Dairy Science, v. 79, n. 12, p. 2225-2236,
1996.

BELL, J. M.; KEITH, M. O. A survey of variation in the chemical composition of
commercial canola meal produced in Western Canadian crushing plants. Canadian
Journal of Animal Science, v. 71, n. 2, p. 469-480, 1991.

BENCHAAR, C. et al. Diet supplementation with canola meal improves milk
production, reduces enteric methane emissions, and shifts nitrogen excretion from
urine to feces in dairy cows. Journal of Dairy Science, v. 104, n. 9, p. 9645-9663,
2021.



57

BEQUETTE, B. J. et al. Application of stable isotopes and mass isotopomer
distribution analysis to the study of intermediary metabolism of nutrients. Journal of
Animal Science, v. 84, n. suppl_13, p. E50-E59, 2006.

BERRY, D. P. et al. Milk production and fertility in cattle. Annual Review of Animal
Biosciences, v. 4, n. 1, p. 269-290, 2016.

BONILLA, L. et al. Methionine requirements for the preimplantation bovine embryo.
Journal of Reproduction and Development, p. 1006110280 1006110280, 2010.

BUTLER, W. R. Effect of protein nutrition on ovarian and uterine physiology in dairy
cattle. Journal of Dairy Science, v. 81, n. 9, p. 2533-2539, 1998.

BLANCHARD, T. et al. Effect of dietary crude-protein type on fertilization and embryo
quality in dairy cattle. American Journal of Veterinary Research, v. 51, n. 6, p.
905-908, 1990.

BRODERICK, G. A.; KOWALCZYK, T.; SATTER, L. D. Milk production response to
supplementation with encapsulated methionine per os or casein per abomasum.
Journal of Dairy Science, v. 53, n. 12, p. 1714-1721, 1970.

BRODERICK, G. A.; FACIOLA, A. P. Effects of supplementing rumen-protected met
and lys on diets containing soybean meal or canola meal in lactating dairy cows.
Journal of Dairy Science, v. 97, p. 750-751, 2014.

BRODERICK, G. A.; FACIOLA, A. P.; ARMENTANO, L. E. Replacing dietary
soybean meal with canola meal improves production and efficiency of lactating dairy
cows. Journal of Dairy Science, v. 98, p. 5672-5687, 2015.

BRODERICK, G. A. et al. Chemical and ruminal in vitro evaluation of Canadian
canola meals produced over 4 years. Journal of Dairy Science, v. 99, n. 10, p.
7956-7970, 2016.

BRODERICK, G. A. Optimizing ruminant conversion of feed protein to human food
protein. Animal, v. 12, n. 8, p. 1722-1734, 2018.

BRITO, A. F.; BRODERICK, G. A. Effects of different protein supplements on milk
production and nutrient utilization in lactating dairy cows. Journal of Dairy Science,
v. 90, n. 4, p. 1816-1827, 2007.

CALSAMIGLIA, S. et al. Strategies for optimizing nitrogen use by ruminants. Animal,
V. 4, p. 1184-1196, 2010.

CANOLA COUNCIL OF CANADA. Canola Meal Dairy Feed Guide. 2019. 6th ed.
Canola Council of Canada.

CANOLA COUNCIL OF CANADA. History of canola seed development. 2016.
Disponivel em: <https://www.canolacouncil.org/canola-encyclopedia/history-of-
canola-seed-development/> Acesso em: 02 jan. 2024.

CARROLL, D. J. et al. Influence of protein intake and feeding strategy on
reproductive performance of dairy cows. Journal of Dairy Science, v. 71, n. 12, p.
3470-3481, 1988.

COHICK, W. S. et al. Effects of intake and postruminal casein infusion on
performance and concentrations of hormones in plasma of lactating cows. Journal of
Dairy Science, v. 69, n. 12, p. 3022-3031, 1986.



58

COLEMAN, D. N. et al. Amino acids and the regulation of oxidative stress and
immune function in dairy cattle. Journal of Animal Science, v. 98, p. S175 S193,
2020.

CONAB - COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Informagdes
agropecuarias. 2024. Disponivel em: <https://www.conab.gov.br/info-
agro/safras/serie-historica-das safras/itemlist/category/902-canola2024>. Acesso em:
03 jan. 2024.

COSTA, A. et al. Invited review: Milk lactose-Current status and future challenges in
dairy cattle. Journal of Dairy Science, v. 102, n. 7, p. 5883-5898, 2019.

CHENG, Z. et al. Relationships between circulating urea concentrations and
endometrial function in postpartum dairy cows. Animals, v. 5, n. 3, p. 748-773, 2015.

CHRISTEN, K. A. et al. Response of lactating dairy cows to high protein distillers
grains or 3 other protein supplements. Journal of Dairy Science, v. 93, n. 5, p.
2095-2104, 2010.

DE MORI, C.; TOMM, G. O.; FERREIRA, P. E. P. Aspectos econdmicos e
conjunturais da cultura da canola no mundo e no Brasil. Passo Fundo: Embrapa
Trigo. Documentos online, 149, 2014. Disponivel em:
<https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/doc/988475/1/2014docu
mentosonline149.pdf>.

DE MORI, C. et al. Levantamento de tecnologias empregadas no cultivo de
canola pelos produtores do Rio Grande do Sul, Parané e Minas Gerais. Passo
Fundo: Embrapa Trigo. Documentos online, 181, 2019. Disponivel em:
<https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/205197/1/1D44766-
2019D0181.pdf>.

D'MELLO, J. P. F. Amino Acids in Animal Nutrition. Wallingford: CABI Publishing.
2003.

DE WIT, A. A. C.; CESAR, M. L. F.; KRUIP, T. A. M. Effect of urea during in vitro
maturation on nuclear maturation and embryo development of bovine cumulus
oocyte-complexes. Journal of Dairy Science, v. 84, n. 8, p. 1800-1804, 2001.

ELROD, C. C.; VAN AMBURGH, M.; BUTLER, W. R. Alterations of pH in response to
increased dietary protein in cattle are unique to the uterus. Journal of Animal
Science, v. 71, n. 3, p. 702-706, 1993.

ELROD, C. C.; BUTLER, W. R. Reduction of fertility and alteration of uterine pH in
heifers fed excess ruminally degradable protein. Journal of Animal Science, v. 71,
n. 3, p. 694-701, 1993.

ELSAADAWY, S. A.; WU, Z.; BU, D. Feasibility of Supplying Ruminally Protected
Lysine and Methionine to Periparturient Dairy Cows on the Efficiency of Subsequent
Lactation. Frontiers in Veterinary Science, v. 9, p. 892709, 2022.

EVANS, E.; WOOD, B. Canola Meal as a Feed Ingredient for Lactating Dairy Cows.
Journal of Advances in Dairy Research, v. 11, p. 625, 2023.

FAO - FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION. FAOSTAT. 2024. Disponivel
em: <https://www.fao.org/faostat/en/#compare>. Acesso em: 02 jan. 2024.



59

FENG, R. et al. Progesterone regulates inflammation and receptivity of cells via the
NF-kB and LIF/STAT3 pathways. Theriogenology, v. 186, p. 50-59, 2022.

GARCIA-BOJALIL, C. M. et al. Protein degradability and calcium salts of long chain
fatty acids in the diets of lactating dairy cows: reproductive responses. Journal of
Dairy Science, v. 81, n. 5, p. 1385-1395, 1998.

GERARD, N. et al. Analysis of the variations of follicular fluid composition during
follicular growth and maturation in the mare using proton nuclear magnetic resonance
(™ 1H NMR). Reproduction-Cambridge, v. 124, n. 2, p. 241-248, 2002.

GILBERT, R. O. Symposium review: Mechanisms of disruption of fertility by
infectious diseases of the reproductive tract. Journal of Dairy Science, v. 102, n. 4,
p. 3754-3765, 2019.

GUINARD, J.; RULQUIN, H.; VERITE, R. Effect of graded levels of duodenal
infusions of casein on mammary uptake in lactating cows. 1. Major nutrients. Journal
of Dairy Science, v. 77, n. 8, p. 2221-2231, 1994.

GUO, K. et al. Effects of milk urea nitrogen and other factors on probability of
conception of dairy cows. Journal of Dairy Science, v. 87, n. 6, p. 1878-1885, 2004.

GUPTA, S. K.; PRATAP, A. History, origin, and evolution. Advances in Botanical
Research, v. 45, p. 1-20, 2007.

GUPTA, S. et al. Fluctuations in total antioxidant capacity, catalase activity and
hydrogen peroxide levels of follicular fluid during bovine folliculogenesis.
Reproduction, Fertility and Development, v. 23, n. 5, p. 673-680, 2011.

GONZALEZ-MALDONADOQO, J. et al. Antioxidant supplementation in female ruminants
during the periconceptional period: A review. Revista Colombiana de Ciencias
Pecuarias, v. 31, n. 4, p. 245-255, 2018.

GUERREIRO, T. M. et al. A metabolomic overview of follicular fluid in cows.
Frontiers in Veterinary Science, v. 5, p. 10, 2018.

GROBNER, A. E. Differential effects of bovine conceptus-derived signhaling
molecules on the uterine environment supporting embryo development while
allowing maternal immune tolerance. 2011. Tese de Doutorado. Minchen,
Technische Universitat Minchen.

HAMMON, D. S.; WANG, S.; HOLYOAK, G. R. Effects of ammonia during different
stages of culture on development of in vitro produced bovine embryos. Animal
Reproduction Science, v. 59, n. 1-2, p. 23-30, 2000.

HEDQVIST, H.; UDEN, P. Measurement of soluble protein degradation in the rumen.
Animal Feed Science and Technology, v. 126, n. 1-2, p. 1-21, 2006.

HEIM, R.; KREBS, G. Utilisation of canola meal as protein source in dairy cow diets:
a review. Agriculture and Natural Resources, v. 54, n. 6, p. 623-632-623—-632,
2020.

HUHTANEN, P.; HETTA, M.; SWENSSON, C. Evaluation of canola meal as a protein
supplement for dairy cows: A review and a meta-analysis. Canadian Journal of
Animal Science, v.91, p.529-543, 2011.



60

JAYASINGHE, N. et al. Ruminal degradability and intestinal digestibility of protein
and amino acids in canola meal. Journal of Dairy Science, v. 97, p. 566-567, 2014.

JORDAN, E. R. et al. Relationship of dietary crude protein to composition of uterine
secretions and blood in high-producing postpartum dairy cows. Journal of Dairy
Science, v. 66, n. 9, p. 1854-1862, 1983.

KALSCHEUR, F. K.; MOORE, E. A. S. Canola Meal Versus Soybean Meal in Dairy
Cow Diets. Penn State Dairy Cattle Nutrition Workshop. 2017.Disponivel em:
<https://www.canolacouncil.org/canolamazing/wordpress/wp-
content/uploads/2019/04/kalscheur-canola-vs-soy-proceedings-Penn-2017.pdf>.

KEANE, J. A.; EALY, A. D. An overview of reactive oxygen species damage
occurring during in vitro bovine oocyte and embryo development and the efficacy of
antioxidant use to limit these adverse effects. Animals, v. 14, n. 2, p. 330, 2024.

KOWSAR, R. et al. Urea induces T helper 2 (Th2) type environment at transcriptional
level and prostaglandin E2 secretion in bovine oviduct epithelial cells in culture.
Journal of Dairy Science, v. 99, n. 7, p. 5844-5850, 2016.

KOWSAR, R. et al. Urea changes oocyte competence and gene expression in
resultant bovine embryo in vitro. Zygote, v. 26, n. 3, p. 207-219, 2018.

KHACHATOURIANS, G. G.; SUMNER, A. K.; PHILLIPS, P. W. B. An introduction to
the history of canola and the scientific basis for innovation. In: The biotechnology
revolution in global agriculture: innovation, invention, and investment in the
canola industry. Wallingford UK: CABI. p. 33-47, 2001.

KRISHER, R. Oocyte physiology and development in domestic animals. Wiley-
Blackwell, 2013.

LAGE, C. F. A. et al. Lactational performance, enteric gas emissions, and plasma
amino acid profile of dairy cows fed diets with soybean or canola meals included on
an equal protein basis. Journal of Dairy Science, v. 104, n. 3, p. 3052-3066, 2021.

LAPIERRE, H.; LEMOSQUET, S.; OUELLET, D. R. Contribution of essential amino
acids to glucose metabolism and lactose secretion in late lactation dairy cows. In:
Energy and protein metabolism and nutrition in sustainable animal production:
4 th International Symposium on Energy and Protein Metabolism and Nutrition.
Sacramento, California, USA. 2013. p. 447-448.

LEAN, I. J. et al. Effects of dietary crude protein on fertility: Meta-analysis and meta-
regression. Animal Feed Science and Technology, v. 171, n. 1, p. 31-42, 2012.

LEESE, H. J.; MCKEEGAN, P. J.; STURMEY, R. G. Amino acids and the early
mammalian embryo: Origin, fate, function and life-long legacy. International Journal
of Environmental Research and Public Health, v. 18, n. 18, p. 9874, 2021.

LERQY, J. L. M. R. et al. Metabolic changes in follicular fluid of the dominant follicle
in high-yielding dairy cows early post partum. Theriogenology, v. 62, n. 6, p. 1131-
1143, 2004.

LERQY, J. L. M. R. et al. Reduced fertility in High-yielding dairy cows: Are the oocyte
and embryo in danger? Part | the importance of negative energy balance and altered
corpus luteum function to the reduction of oocyte and embryo quality in High-yielding
dairy cows. Reproduction in Domestic Animals, v. 43, n. 5, p. 612-622, 2008.



61

LIU, T. et al. Dietary supplementation of leucine in premating diet improves the
within-litter birth weight uniformity, antioxidative capability, and immune function of
primiparous SD rats. BioMed Research International, v. 2018.

LU, J. et al. A novel and compact review on the role of oxidative stress in female
reproduction. Reproductive Biology and Endocrinology, v. 16, p. 1-18, 2018.

MAESOOMI, S. M. et al. Canola meal as a substitute for cottonseed meal in diet of
midlactation Holsteins. Journal of Dairy Science, v. 89, n. 5, p. 1673-1677, 2006.

MAPA - MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO.
Registro nacional de cultivares. 2024. Disponivel em:
<https://sistemas.agricultura.gov.br/snpc/cultivarweb/cultivares_registradas.php>.
Acesso em: 03 jan. 2024.

MARTINEAU, R.; OUELLET, D. R.; LAPIERRE, H. Feeding canola meal to dairy
cows: A meta-analysis on lactational responses. Journal of Dairy Science, v. 96, n.
3, p.1701-1714, 2013.

MARTINEAU, R.; OUELLET, D. R.; LAPIERRE, H. The effect of feeding canola meal
on concentrations of plasma amino acids. Journal of Dairy Science, v. 97, n. 3, p.
1603-1610, 2014.

MARTIN, N. B.; NOGUEIRA JR, S. Canola: uma nova alternativa agricola de inverno
para o centro-sul brasileiro. Informacdes Econémicas. Sao Paulo, v. 23, n. 4, p. 9-
25, 1993.

MAXIN, G.; OUELLET, D. R.; LAPIERRE, H. Effect of substitution of soybean meal
by canola meal or distillers grains in dairy rations on amino acid and glucose
availability. Journal of Dairy Science, v.96, p.7806-7817, 2013.

MAWSON, R. et al. Rapeseed meal-glucosinolates and their antinutritional effects.
Part 1. Rapeseed production and chemistry of glucosinolates. Die Nahrung, v. 37, n.
2, p. 131-140, 1993.

MCNABB, W. C. et al. In-vitro rates of rumen proteolysis of ribulose-1, 5-
bisphosphate carboxylase (rubisco) from lucerne leaves, and of ovalbumin, vicilin
and sunflower albumin 8 storage proteins. Journal of the Science of Food and
Agriculture, v. 64, n. 1, p. 53-61, 1994.

NAJAFZADEH, V. et al. Bovine blastocyst development depends on threonine
catabolism. bioRxiv, p. 397562, 2018.

NASEM - NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES, ENGINEERING, AND
MEDICINE. 2021. Nutrient Requirements of Dairy Cattle. 8th rev. ed. National
Academies Press, 2021.

NIE, H. T. et al. Amino acids profile within peripheral blood and follicular fluid based
on high-performance liquid chromatography methods may explain differences in
folliculogenesis between short-term under/over-fed treatments during luteal phase of
Hu sheep. Reproduction in Domestic Animals, v. 54, n. 1, p. 72-82, 2019.

NRC - NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Nutrient Requirements of Dairy Cattle:
2001. National Academies Press, 2001.



62

ORSI, N.; LEESE, H. J. Ammonium exposure and pyruvate affect the amino acid
metabolism of bovine blastocysts in vitro. Reproduction, v. 127, n. 1, p. 131-140,
2004.

@RSKOV, E. R.; MCDONALD, I. The estimation of protein degradability in the rumen
from incubation measurements weighted according to rate of passage. The Journal
of Agricultural Science, v. 92, n. 2, p. 499-503, 1979.

PAULA, E. M. et al. Effects of replacing soybean meal with canola meal differing in
rumen-undegradable protein content on ruminal fermentation and gas production
kinetics using 2 in vitro systems. Journal of Dairy Science, v. 100, n. 7, p. 5281-
5292, 2017.

PAULA, E. M. et al. Effects of replacing soybean meal with canola meal or treated
canola meal on ruminal digestion, omasal nutrient flow, and performance in lactating
dairy cows. Journal of Dairy Science, v.101, p.328-339, 2018.

PAULA, E. M. et al. Feeding canola, camelina, and carinata meals to ruminants.
Animals, v. 9, n. 10, p. 704, 2019.

PAULA, E. M.; BRODERICK, G. A.; FACIOLA, A. P. Effects of replacing soybean
meal with canola meal for lactating dairy cows fed 3 different ratios of alfalfa to corn
silage. Journal of Dairy Science, v.103, p.1463-1471, 2020.

PRESTEGAARD-WILSON, J. M. et al. A survey of United States dairy cattle
nutritionists’ practices and perceptions of reducing crude protein in lactating dairy
cow diets. Applied Animal Science, v. 37, n. 6, p. 697-709, 2021.

PRZYBYLSKI, R.; MAG, T. Vegetable oils in food technology: Composition,
properties and uses: Canola/rapeseed oil. Blackwell Publishing Ltd, Hoboken,
2002, pp. 98-127.

RABOISSON, D. et al. High urea and pregnancy or conception in dairy cows: A
meta-analysis to define the appropriate urea threshold. Journal of Dairy Science, v.
100, n. 9, p. 7581-7587, 2017.

RADFAR, M.; ROGIEWICZ, A.; SLOMINSKI, B. A. Chemical composition and
nutritive value of canola-quality Brassica juncea meal for poultry and the effect of
enzyme supplementation. Animal Feed Science and Technology, v. 225, p. 97-
108, 2017.

DE MORI, C.; TOMM, G. O.; FERREIRA, P. E. P. Aspectos econdmicos e
conjunturais da cultura da canola no mundo e no Brasil. Passo Fundo: Embrapa
Trigo (Embrapa Trigo. Documentos online, 149, 2014. Disponivel em:
<https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/doc/988475/1/2014docu
mentosonline149.pdf>.

RAYMER, P. L. Canola: an emerging oilseed crop. Trends in new crops and new
uses. (Eds J Janick, A Whipkey), 2002, pp. 122-126. (ASHS Press: Alexandria, VA).

READ, C. C. et al. Correlation between pre-ovulatory follicle diameter and follicular
fluid metabolome profiles in lactating beef cows. Metabolites, v. 11, n. 9, p. 623,
2021.

REED, C. B. et al. The microenvironment of ovarian follicles in fertile dairy cows is
associated with high oocyte quality. Theriogenology, v. 177, p. 195-205, 2022.



63

REZAEI, N.; CHIAN, R. Effects of essential and non-essential amino acids on in-vitro
maturation, fertilization and development of immature bovine oocytes. International
Journal of Reproductive Biomedicine. v. 3, p. 36-41. 2005.

RODNEY, R. M. et al. Effects of nutrition on the fertility of lactating dairy cattle.
Journal of Dairy Science, v. 101, n. 6, p. 5115-5133, 2018.

ROOKE, J. A. et al. Effect of ammonium chloride on the growth and metabolism of
bovine ovarian granulosa cells and the development of ovine oocytes matured in the
presence of bovine granulosa cells previously exposed to ammonium chloride.
Animal Reproduction Science, v. 84, n. 1-2, p. 53-71, 2004.

ROOKE, J. A. et al. Dietary carbohydrates and amino acids influence oocyte quality
in dairy heifers. Reproduction, Fertility and Development, v. 21, n. 3, p. 419-427,
20009.

ROSENKRANS JR, C. F.; FIRST, N. L. Effect of free amino acids and vitamins on
cleavage and developmental rate of bovine zygotes in vitro. Journal of Animal
Science, v. 72, n. 2, p. 434-437, 1994.

SANTOS, J. E. P.; CERRI, R. L. A.; SARTORI, R. Nutritional management of the
donor cow. Theriogenology, v. 69, n. 1, p. 88-97, 2008.

SANTOS, P. et al. Effects of plasma urea nitrogen levels on the bovine oocyte ability
to develop after in vitro fertilization. Reproduction in Domestic Animals, v. 44, n. 5,
p. 783-787, 2009.

SANCHEZ, J. M., CLAYPOOL, D. W. Canola meal as a protein supplement in dairy
rations. Journal of Dairy Science, v.66, p.80-85, 1983.

SILVA, J. V. V. et al. Effects of branched-chain amino acids on glucose uptake and
lactose synthesis rates in bovine mammary epithelial cells and lactating mammary
tissue slices. Journal of Dairy Science, v. 105, n. 2, p. 1717-1730, 2022.

SINCLAIR, K. D. et al. Nitrogen metabolism and fertility in cattle: 1l. Development of
oocytes recovered from heifers offered diets differing in their rate of nitrogen release
in the rumen. Journal of Animal Science, v. 78, n. 10, p. 2670-2680, 2000.

SINCLAIR, K. D. et al. Amino acid and fatty acid composition of follicular fluid as
predictors of in-vitro embryo development. Reproductive Biomedicine Online, v.
16, n. 6, p. 859-868, 2008.

SINCLAIR, K. D. et al. Reducing dietary protein in dairy cow diets: Implications for
nitrogen utilization, milk production, welfare and fertility. Animal, v. 8, n. 2, p. 262-
274, 2014.

SORDILLO, L. M.; AITKEN, S. L. Impact of oxidative stress on the health and
immune function of dairy cattle. Veterinary Immunology and Immunopathology, v.
128, n. 1-3, p. 104-109, 2009.

SOUZA, V. C. et al. Assessing amino acid utilization in young Nellore steers fed high-
concentrate diets with different sources and levels of nitrogen. Animal Feed Science
and Technology, v. 269, 114642, 2020.



64

SCHWAB, C. G.; SATTER, L. D.; CLAY, A. B. Response of lactating dairy cows to
abomasal infusion of amino acids. Journal of Dairy Science, v. 59, n. 7, p. 1254-
1270, 1976.

SCHWAB, C. G.; ORDWAY, R. S.; WHITEHOUSE, N. L. Amino acid balancing in the
context of MP and RUP requirements. In: Proc. Four-State Appl. Dairy Nutr.
Manage. Conf., Lacrosse, WI. Midwest Plan Service, lowa State University,
Ames. 2003. p. 25-34.

Schwab, C. G. The principles of balancing diets for amino acids and their impact on
N utilization efficiency. In: Proceedings of the 23rd Ruminant Nutrition
Symposium. University of Florida, Gainsville, FL. 2010. p. 1-15.

SCHWAB, C. G.; BRODERICK, G. A. A 100-Year Review: Protein and amino acid
nutrition in dairy cows. Journal of Dairy Science, v. 100, n. 12, p. 10094-10112,
2017.

SCHINGOETHE, D. J. Balancing the amino acid needs of the dairy cow. Animal
Feed Science and Technology, v. 60, n. 3-4, p. 153-160, 1996.

SLOMINSKI, B. A. Developments in the breeding of low fibre rapeseed/canola.
Journal of Animal and Feed Sciences, v. 6, n. 3, p. 303-318, 1997.

STANGAFERRO, M. L. et al. Effects of feeding rumen-protected methionine pre-and
postpartum on reproductive outcomes of multiparous Holstein cows. Journal of
Dairy Science, v. 104, n. 10, p. 11210-11225, 2021.

TAMMINGA, S. The effect of the supply of rumen degradable protein and
metabolisable protein on negative energy balance and fertility in dairy cows. Animal
Reproduction Science, v. 96, n. 3-4, p. 227-239, 2006.

TOLEDO, M. Z. et al. Effects of feeding rumen-protected methionine pre-and
postpartum in multiparous Holstein cows: Health disorders and interactions with
production and reproduction. Journal of Dairy Science, v. 106, n. 3, p. 2137-2152,
2023.

TOMM, G. O., et al. "Can canola be produced in tropical areas? (b)." In:
INTERNATIONAL RAPESEED CONGRESS. Proceedings... Prague: International
Consultative research group on Rapeseed. Prague, Czech Republic, 2011.

TOMM, G. O. et al. Panorama atual e indicagfes para aumento de eficiéncia da
producao de canola no Brasil. Embrapa Trigo, Passo Fundo. Documentos Online,
118, 2009. Disponivel em:
<https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/207071/1/CNPT-ID41945.pdf>.

THATCHER, W.; SANTOS, J. E. P; STAPLES, C. R. Dietary manipulations to
improve embryonic survival in cattle. Theriogenology, v. 76, n. 9, p. 1619-1631,
2011.

TRIPATHI, M. K.; MISHRA, A. S. Glucosinolates in animal nutrition: A review.
Animal Feed Science and Technology, v. 132, n. 1-2, p. 1-27, 2007.

USDA - UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE. Oilseeds: World
Markets and Trade. United States Department of Agriculture, 2024. Disponivel em:
<https://fas.usda.gov/data/search?reports%5B0%5D=report_commodities%3A26&re
ports%5B1%5D=report_type%3A10259>. Acesso em: 02 jan. 2024.



65

WEISS, W. P. et al. Effect of including canola meal and supplemental iodine in diets
of dairy cows on short-term changes in iodine concentrations in milk. Journal of
Dairy Science, v. 98, n. 7, p. 4841-4849, 2015.

WESTWOOD, C. T. et al. Effects of genetic merit and varying dietary protein
degradability on lactating dairy cows. Journal of Dairy Science, v. 83, n. 12, p.
2926-2940, 2000.

WILTBANK, M. C. et al. Potential benefits of feeding methionine on reproductive
efficiency of lactating dairy cows. Four-State Dairy Nutrition and Management, v.4,
p.19-26, 2014.

WILTBANK, M. C. et al. Nutrition and reproductive efficiency: Transition period
management, energy status, and amino acid supplementation alter reproduction in
lactating dairy cows. In: Proceedings of the 2015 Florida Ruminant Nutrition
Symposium. Gainesville, FL, USA: University of Florida IFAS Extension, 2015. p. 2-
4.

WU, G. Amino acids in nutrition, health, and disease. Frontiers in Bioscience
Landmark, v. 26, n. 12, p. 1386-1392, 2021.

YANG, H. et al. Effects of dietary lysine intake during lactation on blood metabolites,
hormones, and reproductive performance in primiparous sows. Journal of Animal
Science, v. 78, n. 4, p. 1001-1009, 2000.

YANG, Y. X. et al. Effects of lysine intake during late gestation and lactation on blood
metabolites, hormones, milk composition and reproductive performance in
primiparous and multiparous sows. Animal Reproduction Science, v. 112, n. 3 4, p.
199-214, 2009.

ZHOU, Z. et al. Rumen-protected methionine compared with rumen-protected choline
improves immunometabolic status in dairy cows during the peripartal period. Journal
of Dairy Science, v. 99, n. 11, p. 8956-8969, 2016.



SECOND PART - MANUSCRIPT

This manuscript is formatted according to the Journal of Dairy Science
submission guidelines.

66



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

67

INTERPRETIVE SUMMARY

Lactational performance, nitrogen metabolism and oocyte quality of crossbred
dairy cows fed canola meal in replacement of soybean meal. By Faria et al. Canola
meal can be a promising source among plant-derived protein coproducts for the diets
of dairy cows. Canola meal can support similar DMI, and milk yield compared to
soybean meal in the diet. Cows fed canola meal had greater rumination time while
lying down and shorter meal duration. Canola meal did not affect plasma and follicular
fluid metabolites, N partition, and oocyte quality. Canola meal decreased milk fat
content associated with greater BW and decreased MUN, indicating that nitrogen use

was optimized in low-yielding crossbred dairy cows.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of replacing soybean meal with canola meal in
isoproteic diets on lactational performance, nitrogen metabolism and oocyte quality of
dairy cows. Thirty lactating crossbred Holstein x Gir cows (168 + 66 DIM) were blocked
by genetic composition (3% Holstein x %4 Gir; % Holstein x ¥ Gir; % Holstein x 7 Gir),
parity (primiparous vs. multiparous = 2 calvings), and milk yield in a randomized
complete block design, and allocated to one of two treatments: (1) soybean meal diet
(SBM; n = 15) and (2) canola meal diet (CM; n = 15) offered for eight wk. Nineteen
cows (SBM: n =8 and CM: n = 11) were submitted to two ovum pick-up sessions at
15-d interval for cumulus-oocyte complex and follicular fluid recovery. Milk yield (13.1
kg/d) and DMI (16.2 kg/d) did not differ (P = 0.21) between cows fed SBM or CM. The
OM and NDF digestibilities were lower (P < 0.02) in cows fed CM than SBM. Fat
content in milk was lower (P = 0.03) and total solids content in milk tended to be lower
(P =0.06) in cows fed CM than SBM. The MUN was lower (P < 0.01) in cows fed CM
than SBM (13.1 vs. 16.3 mg/dL). The BW was greater (561 vs. 544 kg; P = 0.01) and
BCS tended to be greater (3.1 vs. 3.0; P = 0.10) in cows fed CM than SBM. Meal
frequency, rumination time while lying down and proportion of daily intake in the
morning were greater in cows fed CM than in cows fed SBM (P = 0.01). Rumination

time was lower in wk 8 than wk 4 and 6 in the cows fed SBM; and it was lower than
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that of cows fed CM in wk 8 (treatment x wk, P = 0.02). The proportion of daily intake
at night was lower in cows fed CM in wk 8 compared to wk 4 and 6; and it was lower
for cows fed CM than SBM in wk 8 (treatment x wk, P = 0.01). Diets did not affect
plasma and follicular fluid glucose and urea-N, N partition, microbial protein synthesis
and fecal pH (P = 0.12). Urinary pH was lower in cows fed CM than SBM in wk 7 but
did not differ between treatments in wk 3 and 5 (treatment x wk, P < 0.01). The
numbers of total, viable and degenerated oocytes, the proportion of viable and
degenerated oocytes, and glutathione peroxidase, catalase and superoxide dismutase
activities did not differ (P = 0.20) between treatments. CM in replacement of SBM in
isoproteic diets fed to crossbred Holstein-Gir cows did not affect milk yield, DMI, N
partition and oocyte quality, decreased milk fat content and milk urea-N, and increased

BW of the cows.

Key words: byproduct, dietary protein, nitrogen, methionine, milk protein.

INTRODUCTION

Soybean meal (SBM) is the most used protein source in the diets of dairy cows
(Huhtanen et al., 2011; Canola Council of Canada, 2019). This protein source has high
ruminal degradability (NASEM, 2021) and does not provide an ideal supply of AA for
dairy cows due to its low methionine content (Schwab, 2010). Therefore, the use of
protein sources with higher RUP and an adequate AA profile is a nutritional strategy to
supply metabolizable AA for the animal properly.

Canola meal (CM) has emerged as a promising source among plant-derived
protein byproducts for diets of dairy cows. This is attributed to the increased availability
of this feed, as well as improved performance and nitrogen utilization efficiency when
used as a substitute for other common plant protein sources (Huhtanen et al., 2011;

Martineau et al., 2013). Previous studies have reported similar or greater DMI, yield of
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milk and milk components, and nitrogen utilization efficiency of dairy cows fed CM in
replacement of soybean meal (Broderick et al., 2015; Paula et al., 2018). These results
may be attributable to the greater MP supply from the RUP fraction (Maxin et al., 2013),
and to the AA profile of CM, which closely resembles the AA profile of the milk (Evans
and Wood, 2023).

Replacing SBM with CM in the diet may also benefit oocyte developmental
competence. The CM may increase essential AA plasma concentration, mainly
methionine, and reduce plasma urea-N (PUN) in dairy cows compared to SBM (Maxin
et al., 2013; Martineau et al., 2014). The AA are components of the fluid present in the
female reproductive tract and may benefit oocyte development (Sinclair et al., 2008;
Read et al., 2021). Conversely, follicular and oocyte development may be negatively
affected by high nitrogen concentration, which are considered toxic to both structures
(Butler, 1998; Raboisson et al., 2017). Therefore, by promoting increased AA levels
and reduced PUN, the use of CM as a substitute for SBM may contribute to improved
oocyte quality of dairy cows. However, to the best of our knowledge, no studies have
specifically evaluated the effect of replacing SBM with CM on oocyte quality. Given the
increasing focus on optimizing nutrition for reproductive performance in dairy cows,
this knowledge gap highlights the importance of this study. Investigating the impact of
CM on oocyte quality is essential to better understand how dietary protein sources may
affect reproduction in dairy cattle.

We hypothesized that feeding CM as a substitute for SBM as a protein source
in the diet would improve lactational performance, nitrogen utilization efficiency, and
oocyte quality in crossbred dairy cows. Therefore, the objectives of this study were to
evaluate lactational performance, feeding behavior and rumination, utilization and

partition of dietary nitrogen, and oocyte quality in crossbred dairy cows fed CM
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replacing SBM. It is worth mentioning that low-producing dairy cows were used in this
study to evaluate the effects of CM under conditions representative of animals with
moderate nutritional demands, ensuring broader applicability of the results across
production systems. This approach complements previous studies conducted on high-
producing dairy cows, providing a more comprehensive understanding of the dietary

impacts across different production levels.

MATERIALS AND METHODS

The study was conducted at the Experimental Farm Risoleta Neves owned by
Minas Gerais Agricultural Research Corporation (EPAMIG) in Sdo Joao Del Rei, MG,
Brazil. Experimental procedures were approved by the Ethics Committee in Utilization
of Animals of the Minas Gerais Agricultural Research Corporation (protocol number

001/2023).

Cows, Dietary Treatments and Experimental Design

Thirty crossbred Holstein-Gir cows (493 + 51 kg BW, 11.7 + 3.2 kg/d milk yield,
168 + 66 DIM) were used in the experiment. Cows were blocked by genetic
composition (3% Holstein x %4 Gir; % Holstein x % Gir; 7 Holstein x % Gir), parity (10
primiparous and 20 multiparous 2 2 calvings), and milk yield in a randomized complete
block design study and allocated to one of two treatments: (1) SBM diet (n = 15) and
(2) CM diet (n = 15). Cows were fed a control diet for a 1-wk covariate period and then
switched to the experimental diets for an 8-wk study. Chemical composition of the
feeds is shown in Table 2. Experimental diets were fed as TMR with a forage-to-
concentrate ratio of 70:30 and corn silage was the only forage source used in the diets
(Table 3). These diets were formulated to maximize forage use (i.e., 0.95 forage NDF

as a percentage of body weight), and reduce concentrate, due to the low milk yield of



122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

72

the cows. Diets were formulated to be isoproteic with the same ingredients, varying
only in the protein source (SBM or CM). The CM was obtained through solvent
extraction (NUTRITEC Animal Nutrition; Lajeado, RS, Brazil). Diets were formulated to
aim for a slightly positive balance of RDP (+8 and + 25 g/d for SBM and CM,
respectively; NRC, 2001) to effectively demonstrate the effects of the protein source.
Soyhulls were the only ingredient that varied in both diets. Soyhulls were used to
maintain the same CP level in the diets. The other feed ingredients were kept at a
constant concentration in the diets.

Diets were offered twice daily at 0700 h and 1400 h in equal amounts. The
concentrate ingredients were mixed in a mixer (Usibras, Patrocinio, MG, Brazil) and
then the concentrate was mixed manually with the corn silage in the feed bunks. Cows
were housed in four pens (i.e., one pen with eight and another with seven cows per
treatment) and had free access to water during the experiment. The feeding rate was
adjusted to allow orts between 5 and 10% on an as-fed basis. Orts from each pen were
collected and weighted daily around 0600 h. The daily orts were 7.4 + 1.7% of offered
(mean = SD). Samples of corn silage were collected weekly for DM determination with
a microwave oven and the TMR was adjusted accordingly. The BW was measured on
Wednesdays after the morning milking during the covariate period and in wk 2, 4, and
6 with an individual walk-over weigh scale (Valfran, Votuporanga, SP, Brazil). BW gain
was calculated as the slope of the linear regression of BW over the wk of the
experimental period. The BCS (1 to 5, thin to fat; Wildman et al., 1982) was the mean

of two independent evaluators measured on the same day of BW measures.

Experimental Procedures and Sample Collections

Feed and Orts Samples
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Corn silage samples were collected weekly. Concentrate feed samples were
collected once during the entire experiment. Orts samples were collected daily.
Immediately after collection, corn silage and orts samples were frozen (-20°C). Orts
samples were pooled weekly. Corn silage and orts samples were dried at 55°C for 72 h
and ground in a Wiley mill (Star FT 80, Fortinox - Industria, Comércio e Servigos,
Piracicaba, SP, Brazil) to pass through a 2-mm screen. After that, half of each ground
sample was re-grounded to pass through a 1-mm screen. Concentrate feed samples
were ground without undergoing a pre-drying process. The 2-mm samples were used
for determination of undigested NDF (uNDF240) content. After grinding, 2-mm samples
were placed in nonwoven fabric bags (TNT; 100 g/m?) with dimensions of 5 cm x 5 cm
(Valente et al., 2011). Samples were placed in bags maintaining a ratio of 20 mg
DM/cm? of surface (Nocek, 1988). Samples were incubated in the rumen of 2
cannulated Nellore heifers for 240 h (Valente et al., 2011). Nellore heifers (614 + 4.2
kg BW) were housed in individual pens with free access to water and fed once daily at
0700 h. Diets were fed as TMR with a forage-to-concentrate ratio of 60:40 and
contained (DM basis) 60% corn silage, 15% ground corn, 20% distillers dried grains,
1% urea, 4% mineral-vitamin premix, and 14.1% CP. After removal of the rumen, bags
were immediately immersed in ice water to stop microbial activity. After that, bags were
washed and dried, and the NDF content was determined (Van Soest et al., 1991). The
uUNDF240 was measured as the residual NDF remaining in the bags (Valente et al.,
2011).

The 1-mm samples were analyzed for DM (105°C for 24 h), ash (complete
combustion in a muffle furnace at 600°C for 4 h) and NDF (Van Soest et al., 1991).
Starch plus free glucose content was measured with a-amylase and amyloglucosidase

followed by colorimetry for glucose, adapted from Hall et al. (2015). Total N was
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analyzed by the DUMAS method using the Leco-FP 828 LC equipment (LECO
Corporation, St. Joseph, MI, USA) and converted to CP using the factor of 6.25. Non-
fibrous carbohydrates (NFC) were calculated as NFC = 100 - ash - ether extract - NDF
- (CP - 0.64 x CP equivalent from urea). The adjustment for supplemental nonprotein

nitrogen was based on NASEM (2021).

Fecal Samples

Fecal samples were collected by spot technique directly from the rectum of cows
twice a day, with an 8 h interval, over three consecutive days during wk 3, 5, and 7. A
weekly composite sample was made for each cow. Fecal samples were dried,
grounded and analyzed as previously described for feed and orts samples. One sub-
sample from wet fecal samples was obtained for total N analysis by the DUMAS
method and converted to CP using the factor of 6.25, and for pH determination
(HANNA Instruments, Barueri, SP, Brazil). The pH was measured by diluting a wet

fecal sample (10 g) with 100 mL of distilled water.

Nutrient Intake and Apparent Total-Tract Digestibility

Daily feed intake (kg/d) was calculated by determining the weight difference
between the offered feed and the orts dividing by number of cows of each pen. The
UNDF240 contents in feeds, orts, and feces were used to estimate the fecal output of
DM. Fecal output of DM (kg/d) was calculated for each pen by dividing uNDF240 intake
by uNDF240 concentration in feces. The total tract apparent digestibility (%) of DM, OM,
CP, NDF, starch, and NFC was calculated by dividing the amount of digested nutrients

by the amount of nutrients intake.

Urine Samples
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Urine samples were collected by spot technique twice a day, with an 8 h interval,
over three consecutive days during wk 3, 5, and 7. Urine samples were filtered through
voile fabric and the pH was measured immediately with a benchtop pH meter. After
that, 60 mL of concentrated urine was frozen (-20°C) for the subsequent determination
of total N concentration and creatinine. Another 15 mL was acidified immediately in 60
mL of 0.072 N sulfuric acid (H2SOa4) and frozen (-20°C) for subsequent determination
of purine derivatives (allantoin and uric acid) and urea. Total N was analyzed by the
DUMAS method and converted to CP using the factor of 6.25. Creatinine, uric acid,
and urea were analyzed with an automatic biochemistry analyzer (AmaMedical,
Osasco, SP, Brazil) using colorimetric commercial kits (BIOCLIN, Belo Horizonte, MG,
Brazil). Allantoin was determined by colorimetric method, according to Chen and
Gomes (1992).

Urine volume was determined by considering individual BW and using a
creatinine excretion rate of 29 mg/kg of BW (Valadares et al., 1999). Urine volume was
used to compute the excretion of nitrogen, urea, allantoin, and uric acid. Total excretion
of urinary N and urea (g/d), as well as of allantoin and uric acid (mmol/d), was
calculated by multiplying urine volume by the corresponding N, urea, allantoin and uric
acid concentrations. The purine derivatives (PD) excretion (mmol/d) was calculated as
the sum of urinary allantoin and uric acid. The relative rumen microbial yield was
estimated by the excretion (mmol/d) of PD in urine and by the purine derivative to
creatinine ratio (Chizzotti et al., 2008). The efficiency of ruminal microbial growth was

estimated as PD/DOMI (mmol/kg).

Milk Samples

Cows were milked twice daily (0700 and 1430 h) in a herringbone milking parlor.

Milk yield was recorded daily throughout the experiment and the means of each cow
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were used to compare treatments. Milk samples were collected daily in proportion to
the yield from each milking over three consecutive days during wk 3, 5, and 7. Samples
were stored in flasks containing 2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol under refrigeration.
The concentrations of fat, CP, casein, lactose, total solids, SCC, and MUN were
analyzed by mid-infrared analysis in a commercial laboratory (Clinica do Leite,
Piracicaba, SP, Brazil). Milk energy secretion (Mcal/d) was calculated (NASEM, 2021):
[(0.0929 x % fat) + (0.0547 x % protein) + (0.0395 x % lactose)] x kg of milk. The
secretion of ECM (kg/d) was calculated as: Milk energy secretion / 0.70 (assumes 0.70
Mcal/kg of milk with 3.7% fat, 3.2% protein, and 4.6% lactose). Feed efficiencies were
calculated as milk yield/DMI and ECM/DMI. Digestible OM intake (DOMI) was
estimated and the ECM/DOMI ratio was calculated as a measure of energy usage

efficiency.

Blood Samples

Blood samples were collected on Wednesdays during the covariate period and
in wk 3, 5, and 7 from the jugular vein, approximately 4 h after the morning feeding.
Samples were collected in tubes (BIOCON, Belo Horizonte, MG, Brazil) with sodium
fluoride for glucose determination and EDTA for PUN and BHB determination. After
sampling, tubes were centrifuged (3,200 x g for 15 min) and plasma was obtained and
frozen (-20°C) until laboratory analysis. Glucose and urea were measured in an
automatic biochemistry analyzer using colorimetric commercial kits (BIOCLIN, Belo
Horizonte, MG, Brazil). The PUN was calculated by multiplying the urea concentration
by 0.4667. Plasma BHB concentrations were measured by BHB enzymatic kinetics
using the RANBUT D-3-Hydroxybutyrate kit (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, NI,
UK). The kinetic enzymatic reaction has a sensitivity of 0.1 mmol/L. Briefly, 75 uL of

plasma were added to each well, 300 pL of buffer mixed with enzyme/coenzyme was
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incubated in a microplate reader (Multiskan GO, Thermo Scientific, Waltham, MA,
EUA) for 60 s at 37°C, and then the first reading was taken. Subsequent readings were
taken after 1 and 2 min and mean absorbance change per minute was calculated. On
the same day of follicular aspirations, blood samples were collected to determine

glucose and urea, as previously described.

Nitrogen Metabolism

Wet fecal and urine samples were analyzed for total N by the DUMAS method.
Milk CP content was analyzed by mid-infrared analysis. Milk CP secretion was
calculated by multiplying the milk CP content by the daily milk production of each cow.
Subsequently, the weekly average of milk CP secretion were calculated. Milk N
secretion was calculated by dividing milk CP secretion per 6.34 (NASEM, 2021). The
proportion of N intake (% of daily intake) and excretion (g/d) of fecal-N, urine-N, and

milk-N were calculated.

Feeding Behavior and Rumination

Feeding behavior was monitored during the last day of wk 4, 6 and 8 by visual
observation at 10-min intervals continuously for 24 h. The 10-minute intervals were
chosen to provide a more effective analysis, given the number of cows and the difficulty
in simultaneously monitoring all individuals allocated in paddocks. The shorter
observation periods would have made it challenging to capture a reliable sample of
behaviors. Activities were classified as ingestion, drinking, standing idleness, lying
idleness, standing rumination, and lying rumination. Individual feeding observations
were combined and separated into meals using a meal criterion calculated for each
cow. Meal criteria (i.e. the minimum time interval between meals to be considered a

new meal) were individually calculated for each cow according to DeVries et al. (2003).
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Briefly, the intervals between two eating observations were logio-transformed and the
frequency of the intervals was fit in a normal distribution using a software package (MIX
3.1.3; MacDonald and Green, 1988). A mixture of two normal distributions was fitted
and meal criteria was established.

Meal frequency (meals/d) is the number of different meals in a day and was
calculated by counting the number of intervals that exceeded the meal criteria. Total
meal time (min/d) is the total of eating time and was calculated by multiplying the
number of eating observations per day by 10 min and adding all nonfeeding intervals
that were shorter than the meal criteria of each cow. Meal duration (min/meal) is the
duration of meals, and it was calculated as the total daily meal time divided by the meal
frequency. The moment of the largest daily meal (min) was calculated by subtracting
the time the cow began her largest meal from the time the morning diet was delivered.
The duration of the largest meal (min) refers to the total time taken for the largest meal.
First meal duration (min) refers to the total time taken for the first meal eaten by the
cow. The total time spent chewing (min) was calculated by summing the total eating
time and the total rumination time. The proportion of daily intake in the morning (0600

to 1200 h), afternoon (1200 to 1800 h), and night (1800 to 0600 h) were determined.

Ultrasound-Guided Transvaginal Follicular Aspiration

Nineteen cows (SBM: n = 8 and CM: n = 11) were selected for the follicular
aspiration process to obtain cumulus-oocyte complexes (COCs) and follicular fluid.
Dairy cows were selected based on their stage of pregnancy. Only cows with less than
4 months of gestation were aspirated (non-pregnant cows: SBM n =2 and CM n =4
and pregnant cows: SBM n =6 and CM n = 7). Cows were submitted to two ovum pick-
up (OPU) sessions at 15-d interval with the first OPU session conducted at the

beginning of wk 8 of the study and the second OPU session at the end of wk 9. The
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cows were fed experimental diets until the second aspiration session. All OPUs were
performed by assisted ultrasonography (ultrasound Mindray®, model Z-50 VET) with
a 7.5 MHz micro-convex probe, coupled with an aspiration guide and vacuum pump
(WTA, Cravinhos, SP, Brazil). Briefly, cows received a local anesthesia injected
epidurally between the last sacral and first caudal vertebrae, in the sacro-coccygeal
space, using 3 to 5 mL of 2% lidocaine without a vasoconstrictor (Anestésico L,
Pearson, Sao Paulo, SP, Brazil). Ovarian follicles between 3 and 8 mm were visualized
and aspirated on a random day. The aspirated fluid was collected in plastic tubes
(Falcon, Ciencor Scientific Ltda, Sdo Paulo, SP, Brazil), containing Dulbecco’s
Modified Phosphate Buffered Saline (DMPBS) solution (Biodux, Itapira, SP, Brazil)
plus sodium heparin (Liguemine, Roche, Sdo Paulo, SP, Brazil) and maintained at
37°C. The aspirated content was taken to the laboratory, filtered using an embryo
collection filter (WTA, Cravinhos, SP, Brazil), and washed with DMPBS until the liquid
became translucent, containing the recovered COCs. The fluid from the largest follicle
present in the ovaries was collected in a microtube. After collection, the follicular fluid
was centrifuged (3,000 x g for 15 minutes). The sediment was discarded, and the fluid

was stored (-80°C) until laboratory analysis.

Oocyte Quality

COCs were evaluated and classified to determine oocyte quality under
stereomicroscopy. The classification was based on the homogeneity of the cytoplasm
and the number of compact layers of cumulus cells (Oliveira et al., 2014): grade 1
(more than three compact layers of cumulus cells and homogeneous cytoplasm),
grade 2 (one to three layers of cumulus cells, homogeneous cytoplasm or subtle
granulations), grade 3 (less than three layers of cumulus cells or partially denuded,

irregular cytoplasm), and grade 4 (denuded and degenerated oocytes, expanded
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cumulus cells and heterogeneous cytoplasm, with severe granulations). Subsequently,
the total number of oocytes, the number of viable oocytes (grades 1 and 2), and the
number of degenerated oocytes (grade 4) were determined. The proportion of viable
oocytes was calculated by dividing the number of viable oocytes by the total number
of oocytes. Similarly, the proportion of degenerated oocytes was determined by

dividing the number of degenerated oocytes by the total number of oocytes.

Follicular Fluid Analyses

The activity of the antioxidant enzymes glutathione peroxidase, catalase, and
superoxide dismutase was quantified in follicular fluid by enzymatic colorimetric assay.
Catalase activity was measured through the decomposition of hydrogen peroxide at
240 nm (Aebi, 1984). Superoxide dismutase activity was quantified based on the
oxidation of pyrogallol at 570 nm (Madesh and Balasubramanian, 1997). Glutathione
peroxidase activity was measured by evaluating the oxidation rate of NADP in the
presence of hydrogen peroxide, reduced glutathione, and glutathione reductase at 240
nm (Gunzler et al., 1984). Bradford method (Bradford, 1976) was performed to
determine the protein concentration of the samples and normalize the results. The
readings were taken using a microplate reader (Multiskan GO, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Enzyme activities were expressed as units per milligram of
protein (U per mg of protein) per mL of follicular fluid. Glucose and urea concentrations
in follicular fluid were measured in an automatic biochemistry analyzer using
colorimetric commercial kits (BIOCLIN, Belo Horizonte, MG, Brazil). Follicular fluid

urea-N was calculated by multiplying the urea concentration by 0.4667.

Statistical Analysis
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Statistical analyses were conducted using SAS software (version 9.4, SAS
University Edition, Cary, USA). All variables related to DMI (intake and apparent total-
tract digestibility of nutrients, feed efficiencies, N intake, milk protein N, urinary and
fecal N as a proportion of intake, ECM/DOMI and PD/DOMI ratio) were analyzed
considering the pen as the experimental unit, because DMI was measured by pen. The
remaining variables were analyzed considering the cow as the experimental unit, as
they were collected individually from each animal. The model for milk yield, yields and
contents of fat, protein, lactose, casein, total solids and MUN had a DIM and the
measure of the same variable at the end of the covariate period as a covariate effect.
The model for BW and blood metabolites had a measure of same variable at the end
of the covariate period.

Before analyses, all data were tested for normality of residuals with the Shapiro-
Wilk test, using the UNIVARIATE procedure. Data with a normal distribution (intake of
NDF and starch, mean apparent total-tract digestibility of DM, OM, NDF, CP and non-
NDF OM, feed efficiencies, ECM/DOMI, contents of fat, casein, lactose and total solids
contents, milk yields of fat, protein, lactose, casein, and total solids, MUN, linear SCC,
BW, feeding behavior and rumination data, partition of N intake into milk, urine and
feces, N intake, milk protein N, urine and fecal N, PD/DOMI, fecal pH, PUN throughout
the experiment, glucose and urea-N in plasma during the follicular aspiration for OPU
sessions, and follicular fluid urea-N) were analyzed as repeated measures using the
MIXED procedure. Non-normally distributed data (intake of DM, OM and CP, mean
apparent total-tract digestibility of starch, milk yield, ECM, protein content in milk, BW
gain, BCS, urinary excretion of allantoin, uric acid, measures of relative rumen
microbial yield, total urine volume, urinary urea N, urinary urea N as % of total urinary

N, urinary pH, glucose and BHB plasma concentrations throughout the experiment,
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and follicular fluid glucose) were analyzed as repeated measures using the GLIMMIX
procedure, fitting a Gamma distribution and the logarithmic link function. The model
included the random effect of block (1-15) and pen (1-4), and the fixed effects of
treatment (SBM or CM), wk (1-8), and the interaction between treatment and wk (T x
W). Cow within treatment was the subject in the repeated statement. The best
covariance structure was chosen based on the lowest value for the Akaike’s
Information Criterion. Covariance structures tested were first order autoregressive,
compound symmetry, and unstructured.

The model used for BW gain had only the random effect of block (1-15) and pen
(1-4), and fixed effect of treatment (SBM or CM). The model used for oocyte quality,
activity of antioxidant enzymes, and plasma and follicular fluid metabolites in OPU
sessions had only the random effect of cow (1-19) and OPU (first or second), and the
fixed effect of treatment (SBM or CM). The number of total, viable, and degenerated
oocytes was analyzed using GLIMMIX procedure, fitting a Poisson distribution and the
logarithmic link function. The proportion of viable and degenerated oocytes was
analyzed using GLIMMIX procedure, fitting a Binomial distribution and the logarithmic
link function. Correlation was analyzed for MUN mean during the experiment, and
follicular fluid urea-N mean at the day of OPU sessions using the CORR procedure.
Statistical significance was declared at P < 0.05 and tendency at P < 0.10. A Tukey
test was used for multiple comparisons when there was a significant effect of wk or

interaction between treatment and wk.

RESULTS

Treatment Diets

The MP requirement and supply predicted by NASEM (2021) were greater for

the CM than SBM diet, resulting in a lower MP balance for CM diet (Table 4). The NEL
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requirement and balance, the NE_-allowable milk, and milk true protein predicted by
NASEM (2021) were greater for the CM diet than the SBM diet (Table 4). Duodenal
metabolizable AA flows, net AA utilization and target and predicted metabolizable AA
efficiencies from dietary treatments were estimated by NASEM (2021) model using
measured DMI, milk yield, milk composition, BW, BW gain, BCS, and feed composition
(Table 5). Duodenal metabolizable flows of leucine, lysine, methionine, threonine and
valine were greater in cows fed CM than the SBM diet. The net utilization of leucine
was greater in CM than the SBM diet. The predicted metabolizable efficiency from all

AA were above the target values for SBM and CM diets.

Nutrient Intake and Apparent Total-Tract Digestibility

Intake and apparent total-tract digestibility of nutrients are reported in Table 6.
DMI did not differ (P = 0.27) between cows fed SBM or CM diets. The same response
was observed for intake of OM, CP, NDF, non-NDF OM and starch (P = 0.21). The
intake of NDF (1.5 £ 0.05%) and FNDF as a proportion of BW (1.3 + 0.05%) did not
differ (P = 0.26) between cows fed SBM or CM diets. The DMI and OM, CP, NDF, non-
NDF OM and starch intakes differ over time (P < 0.04), but there was no T x W effect
(P = 0.99).

Mean apparent total-tract digestibility of OM and NDF were greater for cows fed
SBM (P < 0.02), while DM, CP, non-NDF OM and starch digestibilities did not differ
between treatments (P = 0.12). Mean apparent total-tract digestibility of NDF of cows
fed CM was lower compared to cows fed SBM diet on wk 3 (46.0 vs. 49.4%) and 7
(34.2 vs. 36.1%) but did not differ on wk 5 (43.3 vs. 44.3%; P < 0.01 for T x W; Figure
2). Mean apparent total-tract digestibility of nutrients, except of CP and starch
digestibilities, differ over time (P < 0.01). There were no T x W effect (P = 0.54) for

mean apparent total-tract digestibility of dietary constitutes.
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Lactation Performance

Lactation performance is reported in Table 7. Milk yield, ECM and feed
efficiencies did not differ (P = 0.48) between cows fed SBM or CM diets. Fat content in
milk of cows fed CM was lower (P = 0.03) to that of cows fed SBM diet. Protein and
casein contents did not differ between the treatments (P = 0.35). Milk lactose content
of cows fed CM diet tended to be greater compared to cows fed SBM diet on wk 5
(4.20 vs. 4.04%), but did not differ between wk 3 (4.17 vs. 4.17%) and 7 (4.27 vs.
4.19%; P =0.10 for T x W; Figure 3A). Milk total solids content of cows fed CM tended
to be lower (P = 0.06) than in cows fed SBM diet. Milk yields of fat, protein, lactose,
casein, and total solids did not differ between the treatments (P = 0.19). The MUN of
cows fed SBM diet was greater inwk 5 (17.22 + 0.53 mg/dL), compared to wk 3 (16.04
+ 0.51 mg/dL) and 7 (15.99 + 0.57 mg/dL), but MUN of cows fed CM diet was lower in
wk 5 (12.26 + 0.53 mg/dL) compared to wk 3 (13.19 £ 0.57 mg/dL), and 7 (13.45 £ 0.51
mg/dL; P < 0.01 for T x W; Figure 3B). Linear SCC of cows fed CM diet did not differ
among wk. Otherwise, cows fed SBM diet had increased linear SCC in wk 5 (4.92 +
0.23) compared to wk 3 (3.78 £ 0.23), but both did not differ to wk 7 (4.32 £ 0.23; P =
0.01 for T x W; Figure 3C). The BW was greater (P = 0.01), and BCS tended to be
greater (P = 0.10) in cows fed CM diet than SBM diet. A time effect was observed (P
< 0.01), except for milk yields of protein, lactose, casein, and MUN (P = 0.09). There
was no T x W (P =0.26) for yields of milk and ECM, feed efficiency, contents and yields
of fat, protein, casein, total solids, casein yield, BCS, and BW.

Feeding Behavior and Rumination

Feeding behavior and rumination are reported in Table 8. Cows fed CM had
greater (P = 0.01) meal frequency, but shorter (P = 0,01) meal duration than cows fed

SBM diet. No differences were observed in meal time, largest meal moment, largest
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meal duration, first meal duration, eating time, and chewing time between treatments
(P 2 0.16). Rumination time of cows fed SBM diet in wk 8 (367 £ 29.4 min/d) was lower
compared to wk 4 (474 £ 29.1 min/d) and 6 (448 + 29.1 min/d). In cows fed CM diet,
rumination time did not differ between wk (T x W; P = 0.02; Figure 4A). Rumination
time while lying down was greater in cows fed CM compared to cows fed SBM diet (P
< 0.01). Rumination time while standing did not differ between treatments (P = 0.14).
The proportion of daily intake in the morning was greater in cows fed CM compared to
cows fed SBM diet (P = 0.05). The proportion of daily intake in the afternoon did not
differ between treatments (P = 0.97). The proportion of daily intake at night was lower
in cows fed CM diet in wk 8 (14.5%) compared to wk 4 (24.0%) and 6 (24.5%), and it
was lower in cows fed CM than SBM diet in wk 8 (23.7%; P = 0.01 for T x W; Figure
4B). A time effect was observed (P < 0.04) on meal frequency, meal time, eating,
rumination and chewing time, rumination while standing and proportion of daily intake
in the morning and night. There was no T x W (P = 0.13) for meal frequency, meal
duration, meal time, largest meal moment, largest meal duration, first meal duration,
eating time, chewing time, standing and lying rumination, or proportion of daily intake

in the morning and afternoon.

Blood and Follicular Fluid Metabolites

The PUN, plasma glucose and BHB concentrations throughout the experiment
are reported in Table 9. These blood metabolites did not differ (P = 0.13) between
treatments. Nonetheless, PUN concentration was greater (P = 0.02) in wk 5 (18.0 =
0.20 mg/dL) compared to wk 7 (17.4 + 0.22 mg/dL), but both did not differ from wk 3
(17.6 £ 0.29 mg/dL). No time effect was observed for plasma glucose and BHB
concentrations (P = 0.56). There was no T x W (P = 0.30) for any of the metabolites

evaluated. Glucose and urea-N in plasma and follicular fluid at the day of OPU
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sessions are reported in Table 10. Glucose and urea-N in plasma and follicular fluid
did not differ (P = 0.39) between cows fed SBM or CM diets. There was no correlation

between MUN and follicular fluid urea-N (r?> = 0.22; P = 0.24; Figure 5).
Nitrogen partition, Microbial Protein Synthesis, and pH

The partition of N intake into milk, urine and feces, purine derivatives, microbial
protein synthesis, and fecal and urine pH are reported in Table 11. The N intake, milk
protein N (g/d), and urine and fecal N (g/d) did not differ (P = 0.29) between cows fed
SBM or CM diets. The partition on N intake into milk, urine and feces did not differ
between treatments (P = 0.37). Total urine volume, urinary urea N, urinary urea N as
% of total urinary N, urinary excretion of allantoin, uric acid, measures of relative rumen
microbial yield and PD/DOMI did not differ between treatments (P = 0.12). Fecal pH
did not differ (P = 0.38) between cows fed SBM or CM diet. Urinary pH of cows fed CM
was lower than of cows fed SBM diet on wk 7 (7.3 + 0.06 vs. 7.9 + 0.07), but did not
differ in wk 3 (8.1 £0.07 vs. 8.2+ 0.07) and 5 (8.2 + 0.07 vs. 8.3 £ 0.07; P<0.01 for T
x W; Figure 6). There was no T x W (P = 0.37) for the other parameters evaluated.
Time effects were observed (P < 0.03) for N intake, milk protein N as % of N intake,
total urine volume, fecal N excretion, fecal N excretion as % of intake, relative microbial

yield measured as PD/creatinine multiplied by BW and BW? 75, and fecal pH.
Oocyte Quality and Activity of Antioxidant Enzymes

Oocyte quality and activity of antioxidant enzymes in follicular fluid are reported
in Table 12. The numbers of total oocytes, viable oocytes, and degenerated oocytes,
the proportion of viable and degenerated oocytes and glutathione peroxidase, catalase
and superoxide dismutase activities in follicular fluid did not differ (P = 0.20) between

cows fed SBM or CM diets.
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DISCUSSION

Composition of feed ingredients used in TMR is within the values reported by
NASEM (2021). Crude protein content (% of DM) was 51.2 + 0.51% for SBM, and 42.9
* 3.21% for CM. NASEM (2021) reports values of 52.6 £ 1.69% for SBM and 41.5 +
1.55% for CM. As expected, CM had more NDF (39.5% of DM) than SBM (26.0% of
DM), which resulted in NDF content slightly higher in the CM diet. This difference was
0.3 percentage units, and it has also been observed in other studies that replaced SBM
with CM in the diet (Paula et al., 2018; Paula et al., 2020). In our study, soyhulls were
used to maintain the same CP concentration in the diets. The dietary content of
soyhulls was greater in the SBM diet (6.4% of DM) than in the CM diet (3.1% of DM).
This difference is due to the higher CP content of SBM than CM. Urea was added in
equal amounts (0.7% of DM) to the diets to ensure a positive RDP balance. The other
feed ingredients were kept at a constant concentration in the diet. Thus, the slight
changes in the chemical composition of the diets were attributed to the varying
chemical compositions of soyhulls, SBM and CM.

The CM diet had a lower predicted MP balance than the SBM diet. This can be
attributed to the higher MP requirement for milk production in cows fed CM diet, which
was 0.9 kg above of the cows fed SBM. Consequently, the MP balance was lower in
the CM diet, because more MP was used for milk production. The MP and NEc
requirements was greater for cows fed CM diet, according to BW gain, BW and BCS.
The proportion of nutrients deposited for BW is not negligible compared to that
excreted in milk in the low-production cows, unlike in high-production cows, where
nutrient allocation primarily favors milk synthesis. Cows fed CM directed more nutrients
for gain than cows fed SBM, likely due to the increased duodenal metabolizable flux

and net utilization of valine, leucine, and threonine, which are essential AA
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predominantly found in skeletal muscle of dairy cows (Meijer et al., 1994). Moreover,
branched-chain AA can stimulate skeletal muscle protein synthesis through the
activation of the mTOR pathway (Neinast et al., 2019).

Apparent total-tract digestibilities of OM and NDF for the CM diet was 2.2 and
2.1% units lower than that for the SBM diet, respectively. The main source of fiber in
both diets was corn silage, and their dietary inclusion was kept constant across diets,
whereas the percentage of soyhulls was greater in CM diet. The proportion of NDF
from soyhulls relative to the NDF from protein source (canola meal or soybean meal)
was lower in CM diet than the SBM diet. Soyhulls contain highly digestible fiber
compared to canola meal or soybean meal. Therefore, the decrease in the NDF
digestibility in the CM diet may be associated with the higher proportion of NDF intake
from canola meal. In the present study, the potentially degradable NDF (i.e. NDF minus
UNDF240 for each feed) was 22.8% for CM, 25.1% for SBM and 67.8% for soyhulls
(data not shown). The decrease in OM digestibility may be explained by the lower
digestibility of NDF, which is a substantial component of OM.

The DMI of our study is in accordance with the other studies (Weiss et al., 2015;
Paula et al., 2018; Paula et al., 2020), with no difference in DMI between cows fed CM
or SBM diet. Despite the lower degradability of OM and NDF, DMI was not affected in
cows fed CM diet. The lower NDF digestibility in cows fed CM diet was influenced by
the lower proportion of soyhulls relative to the protein source in this treatment, as
discussed earlier. Neutral detergent fiber from nonforage fiber sources, such as
soyhulls, did not affect DMI (Armentano and Pereira, 1997). Therefore, even with
reduced NDF digestibility, the CM diet did not affect DMI. Huhtanen et al. (2011)
proposed one theory to explain the increased milk yield in cows fed CM, suggesting

that this increase in milk yield “pulls” DMI to meet the energy and protein demands of
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the mammary gland, a phenomenon known as the “pull effect”. In a meta-analysis,
Martineau et al. (2014) concluded that cows fed CM have higher plasma
concentrations of essential AA, methionine, and branched-chain AA compared to other
protein sources. Methionine and branched-chain AA are nutrients capable of
stimulating the mTOR pathway (Coleman et al., 2020), which regulates protein
synthesis and cell proliferation (Neinast et al., 2019). Therefore, beyond the theory
proposed by Huhtanen et al. (2011), we speculate that, through the activation of the
MTOR pathway, the CM may also stimulate milk yield. Milk yield in our study, as well
as DMI, is in accordance with other studies (Maxin et al., 2013; Weiss et al., 2015;
Paula et al., 2018), reported no difference between cows fed CM or SBM diet. Feed
efficiencies did not differ between treatments, because of similar DMI and milk yield.
The CM diet decreased milk fat content compared to the SBM diet. This
response may be associated with the higher MP supply from the CM diet. Glucogenic
substrates primarily originate from degraded starch or gluconeogenesis. Therefore,
since both diets had the same starch content and the apparent total-tract digestibility
did not differ between treatments, the higher MP supply may have contributed to an
increase in glucogenic AA, mainly valine and leucine, which increased duodenal
metabolizable flux and net utilization, as predicted by NASEM (2021). According to van
Knegsel et al. (2007), glucogenic nutrients can stimulate body fat deposition and the
partitioning of metabolizable energy into body tissue. The stimulation of body fat
deposition and the partitioning of metabolizable energy into body tissue may be
associated with higher insulin secretion, due to the lipogenic effect of insulin (Bauman
and Currie, 1980), and insulin signaling in subcutaneous adipose tissue (Liang et al.,
2021). Insulin secretion may be stimulated by leucine (Neinast et al., 2019). Thus, we

hypothesized that the decrease in milk fat content and the increase in BW and BCS,
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in cows fed CM diet might be associated with this mechanism. Benchaar et al. (2021)
also found a decrease in milk fat content, associated with a tendency for increased BW
gain in cows fed CM compared to SBM diet. Milk lactose content tended to be greater
in cows fed CM compared to SBM diet in wk 5 due to greater milk yield in this wk
compared to wk 3 and 7. Lactose percentage is directly associated with the increase
in milk yield, due to osmotic pressure generated by lactose synthesis that influxes
water resulting in a greater volume of milk being produced (Costa et al., 2019). Milk fat
yield was unaffected by the CM diet, suggesting that greater volume of milk may have
caused a dilution effect and contributed to the observed difference in milk fat content.
The elevated milk fat and protein contents observed in cows in our study can be
attributed to their low milk yield, due to inverse relationship between milk yield and
content of these components. Protein and casein contents in the milk of cows fed CM
or SBM diet were similar. Milk true protein production estimated by the NASEM (2021)
was 690 g/d for SBM diet and 720 g/d for CM diet. The estimate was higher than the
actual yield (420 vs. 460 g/d), probably because both diets provided AA in excess, and
the mammary gland utilized these AA with lower efficiency. Additionally, the low genetic
potential for milk production of the cows in our study may have contributed to the
discrepancy observed between the estimated and actual milk protein yield. The
tendency for lower milk TS content in cows fed CM diet compared to cows fed SBM
diet is explained by the lower milk fat content in those cows. However, this decrease
was not sufficient to alter milk TS yield.

Milk urea-N concentration was 24% lower in cows fed CM diet compared to
those fed SBM diet. This result is consistent with other studies (Paula et al., 2018;
Paula et al., 2020; Benchaar et al., 2021), in which lower MUN concentration in cows

fed CM diet as a replacement for SBM diet was reported. The lower MUN concentration
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in cows fed CM diet may be related to better utilization of metabolizable AA in body
tissue metabolism. Probably, these AA were directed toward BW gain rather than
gluconeogenesis or catabolism, as suggested by the BW observed in our study.

To our knowledge, no previous studies reported the effect of feeding cows with
CM in replacement to SBM on feeding behavior and rumination. Cows fed a CM diet
had similar eating time and greater meal frequency, which resulted in shorter meal
duration. We speculate that the higher meal frequency in these cows was driven by
the regulatory effects on DMI, potentially due to oxidative metabolism in the liver from
oxidizable carbons derived from AA catabolism (Oba and Allen, 2003). This fact may
have increased the net ATP production by the liver, which is capable of suppress DMI
(Allen, 2000; Allen, 2020). Rumination time is highly correlated with intake of NDF
rather than NDF content of the diet (Beauchemin, 2018). In our study, rumination time
did not differ between treatments, in accordance with similar intakes of NDF and FNDF
as a proportion of BW. Although DMI was similar, CM diet had a significant effect on
the proportion of daily intake in the morning. Cows fed SBM diet did not exhibit better
AA utilization in body tissue metabolism, as suggested by the BW and MUN values.
Probably, in these cows, the AA were directed toward gluconeogenesis and
catabolism. An increase in the supply of AA per se does not guarantee positive
responses in N efficiency. When the supply of MP does not provide a desirable AA
profile for the animal, AA catabolism and N excretion increases, and N efficiency is not
improved (Schwab et al., 2003; Arriola Apelo et al., 2014). The SBM does not meet the
ideal AA profile for dairy cows, as it is low in methionine (Schwab, 2010). In contrast,
CM is the plant-origin protein source whose AA profile closely resembles that of milk
(Evans and Wood, 2023). Amino acids can be oxidized in the Krebs cycle, and

glucogenic AA are anaplerotic (i.e., can stimulate the oxidation of Acetyl-CoA) and
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decrease DMI (Allen, 2020). Given that, the proportion of daily intake was greater in
the morning, cows fed SBM diet likely had higher N intake in this period, which may
have contributed to the increased oxidation of AA to Acetyl-CoA, resulting in a lower
proportion of daily intake in the morning.

Our results for urinary N and urea N (% of total urinary N) and fecal N (% of total
N intake) are in accordance with other studies (Paula et al., 2018; Paula et al., 2020)
in which no difference was observed between cows fed CM or SBM diet. The lack of
difference in these variables between the diets was consistent with similar values of N
intake, milk protein N, and urinary and fecal N excretion (g/d). Although we did not
observe an effect of CM diet on these parameters, MUN concentration was lower,
suggesting a more efficient N metabolism for cows fed CM diet. The improved N
utilization in these cows may be associated with greater utilization in body tissue
metabolism, as discussed earlier.

Nitrogen efficiency in dairy cows can range from 20 to 45% (Aguirre-Villegas et
al., 2017). Nitrogen efficiency in our study was low, which may be due to the low milk
production of the cows and the stage of lactation (i.e. mide lactation). Likewise, Hristov
et al. (2004) reported N efficiency of 18% and 16% in Holstein cows in late lactation,
producing 22.7 and 23.2 kg of milk, respectively, when fed diets with 15.8% and 18.3%
CP, containing either adequate or high levels of RDP. Due to the lower N efficiency, N
excretion via urine and feces was high, like that occurred in our study. According to the
authors, dairy cows in late lactation consuming diets with excess CP or RDP had
decreased N efficiency and a large loss of N in urine. Possibly, CP content in diets of
our study was high, which may have also contributed to the reduction in N efficiency,
since there is a negative relationship between CP content of the diet and N efficiency

(Huhtanen and Hristov, 2009). Urinary excretion of allantoin, uric acid, rumen microbial
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yield and efficiency of ruminal microbial growth were similar between treatments.
Similarly, other authors (Brito and Broderick, 2007; Paula et al., 2018) reported no
difference in these parameters between cows fed CM or SBM diet. This result indicates
that the provision of RDP in the CM diet was sufficient to support microbial protein
synthesis. Moreover, cows in both treatments had similar N and OM intakes. Microbial
protein synthesis and OM intake are positively related (Clark et al., 1992). Therefore,
this result suggests that CM did not alter ruminal N metabolism, supporting the findings
of Maxin et al. (2013), who reported that changes in AA supply are primarily explained
by differences in RUP fractions rather than effects on microbial protein synthesis. The
decrease in urinary pH of cows fed CM diet may be attributed to more sulfur content in
CM than the SBM (NASEM, 2021).

Glucose demand in lactating cows comes from approximately 28% of the total
glucose supply from absorbed glucose, 67% from gluconeogenesis, and 5% from other
sources (Huntington, 1997). In both diets, cows had similar intake and digestibility of
starch, which may explain the similarity in glucose concentrations. In cows fed CM diet,
we suppose that the lower MUN concentration could be related to better utilization of
metabolizable AA in body tissue metabolism, suggesting that these animals may have
directed AA toward BW gain rather than gluconeogenesis or catabolism. In contrast,
cows fed SBM diet may have directed AA towards gluconeogenesis and catabolism,
as indicated by BW and MUN values. Although not statistically significant, lower
glucose concentrations in cows fed CM diet provide support for this idea. Glucose
concentrations in follicular fluid were consistently less than those in plasma in cows
fed both diets. This might be occurred because glucose is the primary energy source
for oocyte development and cumulus cells facilitate glucose uptake by the oocyte

(Krisher, 2013). The similar values in BHB concentration in cows fed CM or SBM diet
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indicates that there was no fat mobilization, as cows gained BW throughout the
experiment.

To our knowledge, no previous studies reported the effect of feeding cows with
CM in replacement of SBM on the oocyte quality of dairy cows. The CM may increase
essential AA plasma concentration, mainly methionine, and reduce PUN and MUN in
dairy cows when compared to SBM (Maxin et al., 2013; Martineau et al., 2014).
Nonetheless, in our study, it was observed lower PUN (P = 0.13) and MUN in cows fed
CM diet. Furthermore, despite the MUN was lower in cows fed CM diet, there was no
correlation between MUN and follicular fluid urea-N. Sinclair et al. (2008) observed that
AA concentration in follicular fluid is positively related to oocyte quality grade, with
methionine and leucine showing the strongest associations. In our study, we
hypothesized that the higher Met content from CM, could improve oocyte quality. The
duodenal metabolizable Met flow was 8.8% greater in cows fed CM than in SBM diet.
Despite the higher duodenal flow of metabolizable Met, oocyte quality was not
improved, which may be attributed to the fact that the amount of Met provided was
already sufficient to support oocyte quality in both treatments. Oocytes that develop
within follicular fluid with better antioxidant capacity may be of better quality, which can
increase fertilization rates (Gupta et al., 2011). Amino acids are substrates to produce
antioxidant enzymes (Coleman et al., 2020). In our study, we hypothesized that the
higher Met content from CM diet would increase antioxidant enzyme activity, which
could increase radical-scavenging activity and, consequently, oocyte quality. However,
antioxidant enzyme activity in the follicular fluid was similar between treatments, likely
due to an excess of AA provided by the SBM diet. The threshold value of PUN and
MUN considered harmful to oocyte development is 19 mg/dL (Butler, 1998; Raboisson

et al., 2017). In our study, PUN, MUN, and follicular fluid urea-N remained below 19
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mg/dL. Therefore, the amount of AA provided, urea-N values below 19 mg/dL in
plasma, milk and follicular fluid, and activity of antioxidant enzymes may explain the
similarity in oocyte quality between cows fed the CM or SBM diets. Based on the
findings of the present study, we suggest future research to further elucidate the role

of CM in improving oocyte quality.

CONCLUSIONS

In conclusion, our results indicate that canola meal can support similar DMI, and
milk yield compared to soybean meal in the diet. Canola meal diet decreased OM and
NDF digestibility, MUN, and urinary pH. Cows fed canola meal diet had greater meal
frequency, shorter meal duration, rumination time while lying down and proportion of
daily intake in the morning. Diets did not affect plasma glucose, urea-N and BHB, and
follicular fluid glucose and urea-N, as well as N intake, milk protein N, microbial yield,
nitrogen excretion in urine and feces, antioxidant enzyme activity in the follicular fluid
and oocyte quality. However, the decrease in milk fat content associated with greater
BW and decreased MUN in low-yielding crossbred dairy cows, requires further
consideration and indicates that nitrogen use was optimized in these cows.
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Table 2. Composition of dietary ingredients
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Corn silage Soyhulls Ground corn Soybean meal Canola meal
Component

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
DM, % of as-fed 28.6 2.53 89.6 0.53 88.4 0.30 89.1 0.26 88.6 0.39
OM, % of DM 93.9 0.09 95.2 0.11 98.1 0.06 93.3 0.06 90.5 0.35
CP, % of DM 9.1 0.60 12.2 0.18 9.0 51.2 0.51 42.9 3.21
NDF, % of DM 56.8 2.74 71.1 3.42 10.6 0.32 26.0 0.62 39.5 1.30
Starch, % of DM 29.7 1.06 0.6 0.05 71.3 2.07 1.6 0.16 15 0.10
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Table 3. Composition of diets containing soybean meal (SBM) or canola meal (CM) as
the main protein source

ltem SBM CM

Ingredients, % of DM
Corn silage 70.1 70.1
Soyhulls 6.4 3.1
Ground corn 9.6 9.6
Soybean meal 11.3 -
Canola meal - 14.7
Urea 0.7 0.7
Limestone 0.2 0.2
Minerals and vitamins ! 1.7 1.7

Composition
DM, % of as fed 42.0 45.2
OM, % of DM 92.7 92.2
CP, % of DM 16.1 16.2
CP from soybean meal, % of DM 6.20 -
CP from canola meal, % of DM - 6.73
NDF, % of DM 48.3 48.6
Forage NDF, % of DM 39.3 38.3
Ether extract, 2% of DM 2.7 3.0
NFC, 2% of DM 26.8 25.7
Starch, % of DM 25.1 25.1
Non-starch NFC, 4% of DM 1.7 0.6

1Premix contained 20.5% of Ca; 6.0% of P; 2.0% of Mg; 3.5% of K; 2.0% of S; 7.0% of Na; 15 mg/kg of Co; 700
mg/kg of Cu; 1600 mg/kg of Mn; 2500 mg/kg of Zn; 19 mg/kg of Se; 40 mg/kg of I; 200,000 Ul/kg of vitamin A,
50,000 Ul/kg of vitamin D; 1,500 Ul/kg of vitamin E and 1,000 mg/kg of monensin.

2Fat contents of individual dietary ingredients were obtained from the NASEM (2021) nutrient composition tables.
SNFC = 100 - ash - ether extract - NDF - (CP - 0.64 x CP equivalent from urea). The adjustment for supplemental
nonprotein nitrogen was based on NASEM (2021).

4Non-starch NFC = NFC - starch.
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925 Table 4. Predicted MP and NEL requirement and balance, and production variables
926 by NASEM (2021) for treatments?

ltem SBM CM
Predicted MP requirement and balance, 2 g/d
MP requirement 1,087 1,160
Scurf 11 11
Endogenous urinary 175 178
Metabolic fecal 295 319
Body reserves 16 19
Lactation 590 633
MP supply 1,501 1,547
MP balance +414 +388
Predicted NEL requirement and balance, ? Mcal/d
Maintenance 11.00 11.16
Milk production 9.86 10.11
Gain 1.12 131
Balance 0.59 0.78
Predicted production variables ?
NEL, Mcal/kg of DM 1.44 1.38
NEL-allowable milk, kg/d 13.3 14.5
Milk true protein, g/d 690 710

927  1SBM: soybean meal and CM: canola meal.
928 2Calculated based on the measured DMI, milk yield, milk composition, BW, BCS and feed composition using the
929  NASEM (2021) model.
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Table 5. Duodenal AA flows, net AA utilization and predicted metabolizable AA efficiencies by NASEM (2021) for treatments?
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Duodenal metabolizable

Net AA utilization (g/d)

Predicted metabolizable

Predicted/Target!

AA AA flows (g/d) AA efficiency

SBM CM SBM CM SBM CM SBM CM
His 35 35 21 22 0.59 0.62 0.79 0.83
lle 92 94 38 41 0.41 0.43 0.58 0.61
Leu 137 140 66 71 0.47 0.49 0.64 0.67
Lys 118 121 55 59 0.46 0.48 0.64 0.67
Met 34 37 17 18 0.49 0.48 0.67 0.66
Phe 87 87 34 37 0.38 0.41 0.63 0.68
Thr 82 86 36 39 0.43 0.44 0.67 0.69
Trp 19 20 11 12 0.55 0.58 0.64 0.67
Val 94 99 45 48 0.47 0.48 0.64 0.65

1SBM: soybean meal and CM: canola meal. Target metabolizable AA efficiency: His = 0.75; lle = 0.71; Leu = 0.73; Lys = 0.72; Met = 0.73; Phe = 0.60; Thr =0.64; Trp = 0.86; Val

=0.74.

2Predicted metabolizable AA efficiency divided by target metabolizable AA efficiency. Values = 1 means the provided amount is equal to the target; < 1 indicates the provided

amount is in excess; and > 1 indicates the provided amount is deficient.
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935 Table 6. Intake and total-tract apparent digestibility of nutrients on treatments soybean meal (SBM) or canola meal (CM)*

it Treatments SEM P-value
em SBM CM Treatment Week Treatment x Week

Intake, kg/d

DM 15.6 16.8 0.78 0.27 0.02 1.00

oM 14.3 15.4 0.72 0.30 0.04 1.00

CP 2.5 2.7 0.13 0.23 <0.01 0.99

NDF 7.4 8.1 0.38 0.23 <0.01 0.99

Non-NDF OM 6.9 7.3 0.26 0.33 0.01 0.97

Starch 3.9 4.2 0.13 0.21 <0.01 1.00
Digestibility, %

DM 56.7 54.4 0.54 0.12 <0.01 0.57

oM 59.8 57.6 0.29 0.02 <0.01 1.00

CP 55.1 48.3 13.80 0.79 0.97 0.94

NDF 43.3 41.2 0.07 <0.01 <0.01 <0.01

Non-NDF OM 78.0 76.6 0.44 0.14 0.35 0.54

Starch 92.7 92.7 0.30 0.99 0.06 0.97

936 1All variables were analyzed considering the pen as the experimental unit.
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937 Table 7. Lactation performance of dairy cows on treatments soybean meal (SBM) or canola meal (CM)?

Treatments SEM P-value
ftem SBM CM Treatment Week Treatment x Week
Yield
Milk, kg/d 12.6 13.5 1.05 0.48 <0.01 0.54
ECM, kg/d 13.9 14.1 0.89 0.84 <0.01 0.92
Feed efficiency
Milk/DMI 0.8 0.8 0.05 0.98 <0.01 0.65
ECM/DMI 0.9 0.9 0.03 0.61 <0.01 0.76
ECM/DOMI 1.6 1.6 0.07 0.83 <0.01 0.75
Milk component
Fat, % 4.56 4,16 0.117 0.03 <0.01 0.27
Fat, kg/d 0.574 0.548 0.0354 0.55 <0.01 0.84
Protein, % 3.40 3.36 0.039 0.35 <0.01 0.86
Protein, kg/d 0.422 0.456 0.0241 0.24 0.11 0.88
Lactose, % 4,18 4.28 0.105 0.13 <0.01 0.10
Lactose, kg/d 0.515 0.570 0.0353 0.20 0.40 0.78
Casein, % 2.65 2.63 0.031 0.66 <0.01 0.72
Casein, kg/d 0.327 0.356 0.0192 0.19 0.09 0.87
TS, % 13.07 12.70 0.136 0.06 <0.01 0.26
TS, kg/d 1.635 1.701 0.1089 0.63 0.01 0.92
MUN, mg/dL 16.28 13.10 0.447 <0.01 0.50 <0.01
Linear SCC, 21to0 9 4.34 4,19 0.187 0.58 <0.01 0.01
BCS,1to5 3.04 3.10 0.025 0.10 <0.01 0.60

BW, kg 544 561 4.6 0.01 <0.01 0.55
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BW gain, 3g/d 225 192 16.7 0.15

938  Feed efficiency was analyzed considering the pen as the experimental unit.
939  2Equivalency of the linear SCC: 4.34 = 147,050 cells/mL and 4.19 = 143,631 cells/mL.
940  3slope of linear regression of BW over experimental weeks.
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941 Table 8. Meal, chewing and rumination behavior and proportion of intake during the day of dairy cows on treatments soybean meal
942  (SBM) or canola meal (CM)

Treatments P-value
ltem SEM
SBM CM Treatment Week Treatment x Week

Meal behavior

Meal frequency, meals/d 4.6 5.6 0.26 0.01 0.04 0.97

Meal duration, min/meal 92.9 69.6 6.37 0.01 0.90 0.65

Meal time, min/d 400 369 41.8 0.66 <0.01 0.58

Largest meal moment, 1 min 340 273 38.7 0.16 0.24 0.29

Largest meal duration, min 170.7 157.5 18.66 0.67 0.46 0.29

First meal duration, min/meal 136.7 134.9 11.43 0.92 0.62 0.24
Chewing behavior, min/d

Eating 328 328 13.1 1.00 0.02 0.16

Rumination 430 462 26.7 0.49 <0.01 0.02

Chewing, 2 760 792 53.2 0.72 <0.01 0.24
Rumination behavior, min/d

Standing rumination 115 63 16.2 0.14 <0.01 0.44

Lying rumination 313 400 13.8 <0.01 0.43 0.36
Proportion of daily intake, %

0600-1200 h 37.7 40.9 1.14 0.05 <0.01 0.13

1200-1800 h 38.3 38.2 2.45 0.97 0.26 0.51

1800-0600 h 24.2 21.0 1.56 0.32 <0.01 0.01

943  Minutes from first daily feeding at 0700 h.
944  2Chewing = eating + rumination.
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Table 9. Concentration of metabolites in plasma on treatments soybean meal (SBM) or canola meal (CM) in wk 3, 5, and 7 of the
experiment

Treatments P-value
Iltem SEM
SBM CM Treatment Week Treatment x Week
Glucose, mg/dL 67.9 64.6 1.67 0.16 0.56 0.30
PUN, 1 mg/dL 17.8 17.5 0.21 0.13 0.02 0.93
BHB, mmol/L 0.93 0.89 0.042 0.46 0.78 0.41
1Plasma urea nitrogen.
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948 Table 10. Concentration of metabolites in plasma and follicular fluid on treatments soybean meal (SBM) or canola meal (CM) at the
949 day of OPU sessions

Treatments P-value
Item SEM?
SBM CM Treatment

n 14 18
Glucose, mg/dL

Plasma 74.0 73.6 5.64 1.00

Follicular fluid 64.7 68.6 4,12 0.51
Urea nitrogen, mg/dL

Plasma 17.5 17.3 0.15 0.39

Follicular fluid 16.9 17.2 0.23 0.36

950 1The SEM values correspond to the means between treatments.
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951 Table 11. Nitrogen partition and ruminal microbial yield on treatments soybean meal (SBM) or canola meal (CM)?

Treatments P-value
ltem SEM
SBM CM Treatment Week  Treatment x Week
N intake, g/d 405.9 447.2 20.34 0.29 0.03 0.43
Milk N, g/d 68.5 74.0 5.13 0.53 0.10 0.87
% of N intake 16.9 16.6 0.69 0.81 0.01 0.44
Urinary N, g/d 287.3 254.9 45.93 0.67 0.81 0.97
% of N intake 70.1 57.2 7.90 0.37 0.47 1.00
Urea N, g/d 179.6 163.7 29.73 0.69 0.62 0.84
% of total urinary N 67.4 71.0 3.86 0.51 0.99 0.83
Fecal N, g/d 123.2 151.8 17.34 0.34 <0.01 0.70
% of N intake 29.7 33.6 2.82 0.41 <0.01 0.65
Urinary excretion
Urine volume, 2 L/d 21.6 20.9 3.42 0.87 0.03 0.90
Allantoin, mmol/d 301.4 325.8 37.39 0.63 0.47 0.38
Uric acid, mmol/d 65.0 51.4 7.48 0.12 0.09 0.51
PD, 3 mmol/d 365.7 378.6 45.39 0.83 0.41 0.37
PD/creatinine x BW 1,952 1,986 225.2 0.92 0.01 0.52
PD/creatinine x BW0%7> 408 412 40.2 0.94 <0.01 0.52
PD/DOMI, 4 mmol/kg 41.5 44.3 3.76 0.64 0.48 0.70
Fecal pH 6.6 6.4 0.13 0.38 <0.01 0.79
Urinary pH 8.1 7.8 0.05 <0.01 <0.01 <0.01

952 IN intake, milk protein N, urinary and fecal N as a proportion of intake and PD/DOMI ratio was analyzed considering the pen as the experimental unit.
953 2Estimated from creatinine concentration in spot urine samples assuming an excretion of 29 mg of creatinine/kg of BW (Valadares et al., 1999).

954  3Allantoin plus uric acid.

955  “4PD/DOMI was calculated as a measure of efficiency of ruminal microbial growth.
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956 Table 12. Oocyte quality and activity of antioxidant enzymes on treatments soybean meal (SBM) or canola meal (CM)

Treatments P-value
Item SEM?
SBM CM Treatment

n 8 11
Oocytes 2 (n)

Total 6.0 4.6 1.18 0.42

Viable 0.4 0.7 0.25 0.28

Degenerated 3.4 2.0 0.98 0.23
Oocytes 3 (%)

Viable 5.2 13.7 4.51 0.20

Degenerated 74.5 57.2 8.96 0.20
Antioxidant enzymes #

Glutathione 1.65 1.57 0.130 0.59

Catalase 15.52 15.51 4.184 0.99

Superoxide dismutase 0.0090 0.0093 0.00159 0.64

957  1The SEM values correspond to the means between treatments.

958  200cytes viable number is the sum of grade 1 and grade 2 oocytes.

959 3Proportion of viable oocytes is the number of viable oocytes divided by the total number of oocytes. Proportion of degenerated oocytes is the number of degenerated oocytes
960 divided by the total number of oocytes.

961  “U per mg of protein per mL of follicular fluid.
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52.0
50.0
48.0
46.0
44.0
42.0
40.0
38.0
36.0
34.0
32.0

Treatment: P < 0.01
Week: P <0.01
Treatment x Week: P <0.01

NDF digestibility, %

aC

bC

3 5 7
Week

OSoybean meal @ECanola meal

Figure 2. NDF digestibility on treatments soybean meal (gray) or canola meal (black).
abMeans followed by different lowercase letters differ within week. #EMeans followed
by different uppercase letters differ between weeks (treatment x week, P < 0.01). Error
bars: standard error of the mean (SEM).
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Figure 3. A) Milk lactose content (%), B) milk urea nitrogen (mg/dL), and C) linear SCC
(1 to 9) on treatments soybean meal (gray) or canola meal (black). #°Means followed
by different lowercase letters differ within week. #BMeans followed by different
uppercase letters differ between weeks (treatment x week, P < 0.10). COV: covariate.
Error bars: standard error of the mean (SEM).
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977  Figure 4. A) Rumination time (min/d) and B) proportion of daily intake at night (%) on
978 treatments soybean meal (gray) or canola meal (black). 2°Means followed by different
979 lowercase letters differ within week. ~#BMeans followed by different uppercase letters
980 differ between weeks (treatment x week, P < 0.02). Error bars: standard error of the
981 mean (SEM).
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Figure 5. Correlation of milk urea-N (MUN) and follicular fluid urea-N (follicular fluid
UN) (mg/dL) on treatments soybean meal (gray) or canola meal (black) at the day of
OPU sessions.



986

987
988
989
990

8.80
8.60
8.40
8.20
8.00
7.80
7.60
7.40
7.20
7.00
6.80
6.60

Urinary pH

1 Treatment: P < 0.01
1 Week: P<0.01

Treatment x Week: P < 0.01

aA

aA

5

aB

Week

0O Soybean meal

@ Canola meal

122

Figure 6. Urinary pH on treatments soybean meal (gray) or canola meal (black).
abMeans followed by different lowercase letters differ within week. #EMeans followed
by different uppercase letters differ between weeks (treatment x week, P < 0.01). Error
bars: standard error of the mean (SEM).



