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RESUMEN

En Uruguay, donde el 70 % de la leche se exporta, la sostenibilidad ambiental es
clave para favorecer la competitividad del sector lacteo. Frente a este desafio,
se promueven estrategias que reduzcan emisiones de gases de efecto
invernadero, como el uso de raciones parcialmente mezcladas (RPM), que
combinan pasturas con raciones totalmente mezcladas (RTM). Estas dietas
disminuyen los costos, mejoran el bienestar animal y reducen el impacto
ambiental. En este sentido, el estudio del ecosistema ruminal es fundamental
para optimizar la productividad y mitigar las emisiones de metano. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto de sustituir el 40% de una racion totalmente
mezclada para vacas lecheras por alfalfa en estado vegetativo medio o boton
temprano sobre la degradabilidad de nutrientes, la microbiota, el ambiente
ruminal y las emisiones de metano en un sistema de rumen artificial (RuSiTec;
Rumen Simulation Technique). El experimento fue llevado a cabo en un sistema
in vitro de fermentacion ruminal con 6 unidades de fermentacion donde se
incubaron por duplicado tres dietas formuladas para vacas lecheras de alta
produccion: (1) 60:40 RTM: alfalfa en estado vegetativo medio (RPM1); (2) 60:40
RTM: alfalfa en boton temprano (RPM2); (3) 100:0 RTM (control), en tres corridas
de 14 dias (7 dias para equilibrar el sistema, y 7 dias de muestreo). Los datos
se analizaron utilizando modelos mixtos, con la corrida como efecto aleatorio y
el tratamiento y el dia de muestreo, cuando se utilizaron medidas repetidas,
como efectos fijos. Se compararon las medias utilizando contrastes ortogonales
preplanificados (RPMs vs RTM y RPM1 vs RPM2). La desaparicidén de la materia
organica (dMO) y de la fibra detergente neutro (dFDN) en la dieta RTM fue de
52,4% y 34,3%, respectivamente, valores superiores a los observados en las
dietas RPM (dMO=50,4% y dFDN=29,0%). El pH ruminal fue mas alto en la dieta
RPM2 (6,65) en comparacion con RPML1 (6,55) y RTM (6,53), a pesar de que no
se observaron diferencias en la producciéon total de acidos grasos volatiles
(AGVs) entre dietas. La proporcion de acido propiénico fue mayor en la dieta
RTM respecto a las RPMs (28,8% vs. 26,8%). Por su parte, la dieta RPM1
presenté una mayor proporcion de acido butirico que RTM y RPM2 (9,72% vs.
9,01% y 9,05%, respectivamente). Ademas, la produccion de metano no se
afect6 por la dieta. Por otra parte, la sustitucién parcial de una dieta RTM por
alfalfa modific6 tanto la estructura como la diversidad de la comunidad
microbiana ruminal. Particularmente se observo en las dietas parcialmente
mezcladas una disminucion en la abundancia de Prevotella spp. y Succinivibro
spp., géneros productores de propionato, y un aumento en la de Lactobacillus
spp. y Streptococcus spp., géneros que proliferan generalmente durante la
acidosis, respecto a la dieta control. Por otro lado, la abundancia relativa de
arqueas no se vio afectada por la dieta. En conclusion, la sustitucion parcial de
racion totalmente mezclada por alfalfa no afectd la produccion de metano,
aunque si modifico positivamente el pH ruminal, especialmente con alfalfa en
boton temprano. No obstante, esta estrategia disminuyo la degradabilidad de los
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nutrientes y promovié cambios en la microbiota ruminal asociados a un mayor
riesgo de acidosis. Por lo tanto, la implementacion de estas raciones mixtas
requiere una cuidadosa optimizacién para equilibrar sus beneficios en el
ambiente ruminal manteniendo la eficiencia digestiva.

10
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SUMMARY

In Uruguay, where 70% of milk is exported, environmental sustainability is key to
enhancing the competitiveness of the dairy sector. Faced with this challenge,
strategies to reduce greenhouse gas emissions are being promoted, such as the
use of partial mixed rations (PMR), which combine pasture with total mixed
rations (TMR). These diets lower costs, improve animal welfare, and reduce
environmental impact. In this context, the study of the ruminal ecosystem is
fundamental for optimizing productivity and mitigating methane emissions. The
aim of this work was to evaluate the effect of replacing 40% of a total mixed ration
for dairy cows with alfalfa at mid-vegetative or early bud stage on nutrient
degradability, microbiota, ruminal environment, and methane emissions in an
artificial rumen system (Rusitec; Rumen Simulation Technique). The experiment
was conducted in an in vitro ruminal fermentation system with 6 fermentation
units, where three diets formulated for high-producing dairy cows were incubated
in duplicate: (1) 60:40 TMR: mid-vegetative alfalfa (PMR1); (2) 60:40 TMR: early
bud alfalfa (PMR2); (3) 100:0 TMR (control), over three 14-day runs (7 days for
system equilibration and 7 sampling days). Data were analyzed using mixed
models, with the run as a random effect and the treatment and sampling day,
when repeated measures were used, as fixed effects. Means were compared
using pre-planned orthogonal contrasts (PMRs vs. TMR and PMR1 vs. PMR2).
The organic matter disappearance (OMD) and neutral detergent fiber
disappearance (NDFD) in the TMR diet were 52.4% and 34.3%, respectively,
values higher than those observed in the PMR diets (OMD=50.4% and
NDFD=29.0%). Ruminal pH was higher in the PMR2 diet (6.65) compared to
PMR1 (6.55) and TMR (6.53), although no differences were observed in total
volatile fatty acid (VFA) production between diets. The proportion of propionic
acid was higher in the TMR diet compared to the PMRs (28.8% vs. 26.8%).
Meanwhile, the PMR1 diet showed a higher proportion of butyric acid than TMR
and PMR2 (9.72% vs. 9.01% and 9.05%, respectively). Furthermore, methane
production was not affected by the diet. On the other hand, the partial
replacement of a TMR diet with alfalfa modified both the structure and diversity
of the ruminal microbial community. Specifically, in the partial mixed rations, a
decrease in the abundance of *Prevotella* spp. and *Succinivibrio* spp.,
propionate-producing genera, and an increase in *Lactobacillus* spp. and
*Streptococcus* spp., genera that generally proliferate during acidosis, were
observed compared to the control diet. In contrast, the relative abundance of
archaea was not affected by the diet. In conclusion, the partial replacement of a
total mixed ration with alfalfa did not affect methane production, although it
positively modified the ruminal pH, especially with early bud alfalfa. However, this
strategy decreased nutrient degradability and promoted changes in the ruminal
microbiota associated with a higher risk of acidosis. Therefore, the
implementation of these mixed rations requires careful optimization to balance
their benefits on the ruminal environment while maintaining digestive efficiency.

11
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INTRODUCCION

El cambio climatico constituye una grave amenaza para el planeta, y una de sus
principales causas es el aumento de la concentraciobn de gases de efecto
invernadero (GEI) de origen antropogénico en la atmosfera (Intergovernmental
Panel on Climate Change [IPCC], 2007). Si bien algunos GEI se producen de
manera natural y sus concentraciones fluctian sin la intervencion humana,
ciertas actividades humanas generan cantidades adicionales de estos gases, lo
que altera la composicion atmosférica y contribuye al calentamiento gradual de
la superficie terrestre (Mitchell, 1989; Shackleton, 2003). En el marco del
Acuerdo de Paris, dentro de la Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre
el Cambio Climéatico, los paises se comprometieron a adoptar medidas para
reducir las emisiones de GEI con el objetivo de limitar el aumento de la
temperatura global a menos de 2°C en comparaciébn con los niveles
preindustriales. Los principales GEI son: vapor de agua, dioxido de carbono
(CO2), metano (CHa), 6xido nitroso (N20), y ozono (Easterbrook, 2016). Las tres
principales fuentes de CH, de origen biogénico son la agricultura arrocera, los
rumiantes, especialmente el ganado bovino, y los humedales naturales (Khalil &
Shearer, 1993). Una caracteristica destacable del CH4 es que posee un potencial
de calentamiento global (GWP, por sus siglas en inglés) a 100 afios entre 28 y
36 veces mayor que el del diéxido de carbono (Balcombe, et al., 2018).

Los rumiantes tienen la capacidad de consumir forrajes y otros alimentos fibrosos
gracias a la presencia de una comunidad microbiana en su rumen, que
descompone los carbohidratos estructurales de las células vegetales antes de
gue sean procesados por las enzimas digestivas (McDonald et al., 1999; Reay
et al., 2010). Al final de esta cadena tréfica, las arqueas metanogénicas utilizan
los productos finales de la degradacion como sustratos para producir metano,
que es expulsado principalmente a través de la eructacién (Morgavi et al., 2010).
La produccion de metano no solo tiene efectos negativos sobre el medio
ambiente, sino que también representa una disminucién de la eficiencia
productiva, ya que implica una pérdida de entre el 6% y el 10% de la energia
ingerida con los alimentos (McDonald et al., 1999).

En 2022, las emisiones brutas nacionales de gases de efecto invernadero (GEI)
en Uruguay alcanzaron las 37.514 toneladas de CO,-eq (GWP 100, AR2). El
metano (CH,), producido fundamentalmente en la fermentacion Entérica del
ganado vacuno, fue el principal GEI emitido en el pais y represento el 58% del
total de los gases (Ministerio de Ambiente, 2024). Nuestro pais firmo y ratifico el
Protocolo de Kioto (1997, vigente hasta 2020) y luego el Acuerdo de Paris (2016,
en vigencia), ambas instancias son acuerdos internacionales que tienen como
objetivo reducir las emisiones de GEI como forma de limitar el calentamiento
global sin amenazar la produccion de alimentos. La Primera Contribucién
Determinada a nivel Nacional pretende responder a las disposiciones

12
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establecidas en el Acuerdo de Paris teniendo como uno de los objetivos la
reduccion de la intensidad de las emisiones de metano (emisiones de CH4 por
unidad de PBI) en un 57% respecto a los valores de obtenido en 1990. Para ello,
es determinante evaluar las emisiones de metano generadas por la utilizacion de
dietas comunes en nuestro pais y explorar estrategias nutricionales alternativas.
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Metanogénesis y ecologia microbiana ruminal

La fermentacion de los componentes del alimento en el rumen es resultado de
las actividades coordinadas de un gran numero de microorganismos
pertenecientes a los tres dominios, Eubacteria, Archaea y Eukarya (Nagaraja,
2016). De acuerdo a su distribucion en el rumen las bacterias ruminales se
clasifican en 5 grupos: 1) bacterias asociadas a la fase liquida, 2) bacterias
asociadas débilmente a las particulas de alimentos, 3) bacterias adheridas
firmemente a particulas de alimentos, 4) bacterias asociadas al epitelio ruminal
y 5) bacterias adheridas a la superficie de protozoos o esporangios fungicos
(Hobson & Stewart, 1988; Miron et al., 2001). Las bacterias ruminales asociadas
a las particulas de alimentos representan aproximadamente el 70% de la
comunidad bacteriana total, y ejercen un rol fundamental en la digestién ruminal
(Miron et al., 2001; Nagaraja, 2016) mientras que las asociadas a la fase liquida
(20-30% del total), tienen escasa participacion directa en la digestion de
particulas insolubles de alimento (Miron et al., 2001).

Los carbohidratos de la dieta son hidrolizados a hexosas o0 pentosas, y éstas
fermentadas para formar ATP que es utilizado por la microbiota para su
mantenimiento y crecimiento, dejando como desecho acidos grasos volatiles
(AGV; principalmente acetato, propionato y butirato), principal fuente de energia
para el rumiante. La mayoria de los carbohidratos dietarios son metabolizados a
piruvato casi exclusivamente mediante la via glucolitica de Embden—Meyerhof.
El Acetil CoA es el compuesto intermediario en la formacion de acetato y butirato
a partir de piruvato, mientras que la formacién de propionato ocurre
principalmente mediante la via del succinato. La conversion de hexosas a
acetato o butirato genera poder reductor, utilizado en parte durante la formacién
de propionato, pero principalmente es convertido por las arqueas metanogénicas
en metano (France & Dijkstra, 2005; Morgavi et al., 2010). La reaccién puede
resumirse como:

hexosas —2 piruvato + 4H
piruvato + H,O — acetato + CO; + 2H
2 piruvato — butirato + 2 CO;
piruvato + 4H — propionato + H,0
CO; +8H — metano + 2H,0

La cantidad de metano formado a partir de diéxido de carbono durante la
fermentacion depende de la cantidad de hidrégeno producido durante la
formacion de acetato y butirato. Esencialmente, cuanto mayor es la relacion
Acetato+Butirato/ Propionato, mayor sera el volumen de gas producido y mayor
sera la proporcion de metano en el gas (Owens & Basalan, 2016). La

14
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concentracion relativa de los acidos es determinada por la composicion de la
comunidad microbiana que, a su vez, es definida en gran medida por la dieta;
particularmente el tipo de carbohidrato y la velocidad de despolimerizacion del
sustrato. Generalmente, cuanto mayor es la cantidad de concentrado incluido en
la dieta mayor es la produccion de propionato, aunque el acetato es el principal
AGV producido (France & Dijkstra, 2005).

Ademas de las arqueas, otros grupos microbianos inciden en la metanogénesis.
Al ser el hidrogeno (Hz2) el principal elemento utilizado en la sintesis de metano
en el rumen, los microorganismos que lo producen ejercen un rol relevante en la
produccion de metano. Entre los microorganismos productores de Hz, se ha
destacado el rol preponderante de los protozoos debido a su estrecha relacion
fisica con las arqueas lo que favorece la transferencia de Hz entre ambos grupos.
En este sentido, se ha visto una interaccion positiva entre el nimero de protozoos
y las emisiones de metano (Morgavi et al., 2010). Otro grupo relevante incluye a
los microorganismos fibroliticos que constituyen el primer nivel de la cadena
trofica microbiana que transforma los polisacéridos de las paredes celulares de
las plantas en AGVs, CO:2 y H2. La mayoria de los miembros de este grupo
produce principalmente Hz2 como producto final de la fermentacion, que en
condiciones fisiologicas es rapidamente utilizado por las arqueas. La
transferencia entre especies que producen y utilizan Hz es fundamental en el
funcionamiento del ecosistema ruminal ya que evita el aumento de la presion
parcial de Hz hasta niveles que podrian inhibir el funcionamiento normal de las
enzimas microbianas y finalmente reducir la fermentacién ruminal (Wolin et al.,
1997).

Mitigacion de emisiones de metano en vacas lecheras: estrategias
nutricionales.

Numerosas investigaciones han tenido como objetivo la evaluacion de
estrategias que disminuyan las emisiones de metano en el ganado. Entre ellas
se destacan: la seleccion genética de animales que producen menores
emisiones de metano, la mejora de la eficiencia productiva (Reay et al., 2010) y
la mejora de la calidad del alimento mediante el uso de moduladores de la
fermentacion (Fraga et al., 2015; Ungerfeld et al., 2005); mejorando la calidad de
las pasturas (Dini et al., 2012, 2018; Hammond et al., 2011) o incorporando
alimentos concentrados (principalmente almidonosos) en la dieta (Lovett et al.,
2005; Mufioz et al., 2015). La reduccion de las emisiones de CH4 deben ser
evaluadas en asociacion con las de otros GEI. En este sentido, el aumento en la
proporcion de granos en la dieta disminuye el CHa4/kg de leche producida, pero
produce mayores cantidades de CO: debido a las pérdidas de materia orgéanica
en el suelo, el uso de combustibles, fertilizantes, secado y transporte de granos
(Reay et al., 2010; Waghorn & Woodward, 2006).
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Los avances tanto en la nutricion, como en el manejo, genética y sanidad animal
desde los comienzos de la comercializacion lactea a finales del siglo XIX,
permitieron incrementar la eficiencia productiva y duplicar en los ultimos 50 afios
la produccion mundial de leche (Connor, 2015). El tracto digestivo de los
rumiantes ha evolucionado para la alimentacion con forrajes, por tanto, las
raciones se basaron en pasturas en estaciones calidas, y heno o silo en
estaciones frias. Al aumentar la produccion de leche por vaca, aumentaron los
requerimientos nutricionales y se hizo evidente la necesidad de suplementar las
dietas con concentrados. Estos contenian tipicamente granos disponibles (por
ej. maiz, avena, cebada, trigo) ademas de una fuente de suplemento proteica
(por ej. harina de soja, harina de semilla de algodoén, harina de linaza)
(Schingoethe, 2017). Actualmente, muchos sistemas de produccion lactea
utilizan raciones totalmente mezcladas (RTMs) formuladas para cubrir los
requerimientos nutricionales del ganado (Capper et al., 2009).

Racion totalmente mezclada.

En estos sistemas, el forraje y los concentrados son mezclados previamente y el
ganado es alimentado con la mezcla (Gill, 1979). Las RTM suelen contener
ensilaje o heno de forrajes, granos (maiz, avena, cebada, trigo), alimentos
proteicos, minerales, vitaminas, aditivos y subproductos (Moscovici Joubran et
al., 2021).

El uso de RTM presenta algunas ventajas frente a la alimentacion con
concentrados y forrajes por separado. Se ha visto que se minimiza la seleccion
de ingredientes del alimento por parte del ganado y la ocurrencia de trastornos
digestivos (Hernandez-Urdaneta et al., 1976) lo que refleja que cada bocado se
encuentra nutricionalmente mas balanceado. Ademas, se destaca el aumento en
la produccion lactea y una mejora en la eficiencia de conversion de la energia
metabolizable en leche (Holter et al., 1977). El aumento de la productividad por
vaca reduce el nimero de animales necesarios para producir el mismo volumen
de leche, lo que se traduce en menores costos de alimentacién, disminucién en
el uso de recursos naturales y de la huella de carbono global de la produccion
lactea (Capper et al., 2009). Los sistemas productivos intensivos modernos
presentan una huella de carbono por vaca de mayor magnitud que los sistemas
empleados hace 60 afios, lo que llevaria a pensar que son menos sustentables
desde el punto de vista medioambiental. Sin embargo, la huella de carbono por
kg de leche producida en los sistemas actuales se redujo a menos del 40%
(Capper et al., 2009).

Racion parcialmente mezclada.

Una estrategia de alimentacion alternativa a la RTM es la racion parcialmente
mezclada (RPM), que combina el pastoreo con la RTM, siendo el forraje
pastoreado por las vacas y no un constituyente fisico de la racién (Bargo et al.,
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2002). Reemplazar una proporcion de la RTM por pastura mejora la rentabilidad
del sistema dado que las pasturas tienen un menor costo de produccion que las
RTM (Lee & Roberts, 2015), y, por tanto, las RPMs permiten conservar el costo
relativamente bajo de los sistemas basados en pastoreo a la vez que capitalizan
los beneficios de las RTMs (Wales et al., 2013).

En los ultimos afios ha crecido el interés de los consumidores por productos
lacteos provenientes de vacas alimentadas a pastoreo. Esta tendencia se debe
a percepciones favorables de los consumidores relacionadas a la salud, cuidado
del ambiente y bienestar animal, y por lo mismo, presentan un precio diferencial
en el mercado (Mee & Boyle, 2020; Moscovici Joubran et al., 2021). En este
sentido, es sabido que la composicion de la leche bovina es afectada por
numerosos factores, entre ellos la dieta. Especificamente se ha visto que las
dietas basadas en pastura modifican la cantidad y composicion de la grasa lactea
(Moscovici Joubran et al., 2021). La inclusion de forraje fresco en la dieta le
otorga a la leche producida algunas caracteristicas deseables ya que disminuye
la concentracion de acidos grasos saturados, y aumenta la concentracion de
acido linoleico conjugado y de otros acidos grasos benéficos, logrando un perfil
nutricionalmente mas saludable (Mendoza et al., 2016; Moscovici Joubran et al.,
2021; Vibart et al., 2008).

Cantidad de pastura incluida en la dieta

La proporcion de pastura fresca incluida en la dieta influye en el consumo de
materia seca (CMS) y, por tanto, en la produccién de leche. En esta linea,
Mendoza et al. (2016) observaron que una inclusion de 11% de forraje fresco en
la dieta lograba mantener tanto el consumo como la produccién lactea (34,9 vs.
34,4 kg/d) de vacas que s6lo consumieron RTM. Sin embargo, al aumentar la
inclusion de pastura al 30%, Bargo et al. (2002) evidenciaron una reduccion
significativa de ambos parametros (CMS: 25,2 vs. 26,7 kg/dia y produccion
lactea: 32,0 vs. 38,1 kg/d). Vibart et al. (2008) compararon una RTM y tres RPMs
con niveles crecientes de inclusién de pastura en dos experimentos (en otofio y
primavera), y observaron que el aumento de la proporcion de pastura en la dieta
redujo el CMS. En cuanto a la produccion lactea, los experimentos mostraron
resultados diferentes; en el que fue llevado a cabo en otofio la inclusion de un
41% de pastura no present6 diferencias (34,1 vs. 32,9 kg/dia) mientras que en
el llevado a cabo en primavera a partir de una inclusiéon del 21% se observé una
disminucién significativa (36,6 vs. 31,9 kg/dia). La pastura utilizada fue raigras
anual y su composicion quimica vario entre los experimentos, presentando un
menor contenido de MS (16,4 vs. 24,8%) y mayor de PB (23,7 vs. 13,9%) en la
pastura de otofio.

Calidad de la pastura incluida en la dieta

La calidad de las pasturas incluidas en la dieta puede ser utilizada como una

estrategia de mitigacion de las emisiones de gases de efecto invernadero en
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sistemas productivos a pastoreo. Los animales que consumen pasturas de alta
calidad presentan menores emisiones de metano, tanto por unidad de materia
seca (MS) ingerida como por porcentaje de energia bruta ingerida, que aquellos
gue consumen pasturas de baja calidad (Dini et al., 2018). Asimismo, la inclusion
de aproximadamente 40% de pastura de alta calidad (de 38,2% en 6 h de
pastoreo continuo y de 45,7% en 6 h de pastoreo dividido en 2 periodos de 3
horas) a dietas RTM ademas de mantener el consumo de materia seca y la
produccion lactea, reduce las emisiones de metano obtenidas con alimentacion
exclusivamente con RTM (656 vs. 590 y 503 g CH4/d y 41,7 vs. 37,4y 31,2 g
CHa/kg de MS ingerida; RTM vs RPM (6 horas de pastoreo continuo y dividido
en 2 periodos) (Dall-Orsoletta et al., 2016). Las mayores emisiones de metano
en las vacas alimentadas con RTM en comparacion con las alimentadas con
RTM parcial se correlacion6 con el mayor contenido de FDN y relacion ADF:NDF
de la dieta TMR. En esta linea, algunos autores sugieren el uso de leguminosas
en lugar de gramineas como estrategia de mitigacion de las emisiones de
metano en el ganado (Waghorn et al., 2002).

Alfalfa

La alfalfa es una leguminosa que se destaca por su capacidad para producir
grandes cantidades de forraje de alta calidad, su rapida recuperacion tras el
corte, longevidad y tolerancia al estrés ambiental. Ademas, fija mas cantidad de
N, atmosférico que otras leguminosas gracias a su relacion simbiosis con
Rhizobium spp. que otras leguminosas lo que permite reducir el uso de
fertilizantes (Radovi¢ et al., 2009). Asi mismo, es considerada uno de los
alimentos mas nutritivos para la alimentacion de ganado principalmente debido
a: su rapido pasaje a través de tracto gastrointestinal, el aporte de proteina
soluble para la sintesis de proteina microbiana y vitaminas del complejo B por
los microorganismos ruminales, la estimulacion de la digestion de celulosa y su
contenido en vitaminas A, E y K. Adicionalmente, la alfalfa posee cantidades
relativamente elevadas de componentes celulares solubles y un bajo contenido
de paredes celulares en comparacion con otros forrajes (Tomic¢ et al., 2001).

Las plantas producen compuestos que les confieren competitividad en su
entorno y funcionan como antimicrobianos, denominados metabolitos
secundarios (Teoh, 2015). Un ejemplo de ellos son las saponinas, producidas,
entre otras, por la alfalfa, que modulan la fermentacién ruminal debido a su efecto
antimicrobiano selectivo frente a algunos protozoos y bacterias ruminales. Esta
modulacién da lugar a una disminucién en la proporcién de acetato:propionato y
dado que existe una simbiosis entre los protozoos y las metandgenas ruminales,
la inhibicion de protozoos constituye una buena alternativa para reducir las
emisiones de metano sin provocar efectos adversos en el consumo de nutrientes
ni en su digestibilidad (Goel & Makkar, 2012; Malik & Singhal, 2009; Rodrigues,
2016).
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Estadio de maduracion/fenolégico

El momento en que se realiza la cosecha es la herramienta mas poderosa que
tiene el productor para influir en el rendimiento y la calidad del forraje,
maximizando el potencial de rentabilidad; incluso superando la importancia de la
seleccion del cultivar, la fertilizacion y otros elementos de manejo (Orloff &
Putnam, 2006). El rendimiento y la calidad de la alfalfa se relacionan de forma
inversa (Brink et al., 2010) y estan condicionados por diversos factores, tales
como la etapa de desarrollo fenologico, las condiciones agroecoldgicas y la
variedad, entre otros (Katanski et al., 2020). La cosecha de la alfalfa en estadios
tempranos de maduracion, por ejemplo, previo a estadio de boton o botdn
temprano, aumenta la calidad del forraje, pero disminuye su rendimiento. Se ha
observado una disminucion en la calidad de la alfalfa cosechada en estadio
tardio de floracion en comparaciéon con la cosechada en etapa de botén
temprano (Brink et al., 2010).

La etapa de desarrollo del cultivo es el factor determinante en la variacion de la
calidad nutricional de la alfalfa; a medida que progresa el estadio fenologico,
decrece la calidad del forraje de alfalfa. Esto se asocia a cambios en la
composicion quimica del forraje, caracterizados principalmente por una
reduccion en el contenido de proteina bruta y en la digestibilidad in vitro
verdadera, junto a un incremento de los componentes fibrosos en el tallo.
Ademas, la pérdida de proteina bruta y digestibilidad se manifiesta de forma mas
pronunciada en el tallo que en las hojas a medida que la planta madura (Kalu &
Fick, 1981; Markovic et al., 2008; Radovic et al., 2009). En este sentido, Niwinska
et al. (2005) observaron que la alfalfa cosechada en estadio de boton presenta
un mayor contenido de materia organica (MO), carbohidratos no fibrosos y
contenido celular, pero menor contenido de fibra cruda, fibra detergente neutra
(FDN), fibra detergente acido (FDA), celulosa, lignina acido detergente (LAD) en
comparacion con alfalfa cosechada en estado de prefloracion. Ademas, la
relacion entre los carbohidratos no estructurales (CNE) y la FDN en la dieta
incide directamente en la produccion de metano: una mayor proporcion
CNE/FDN reduce las emisiones (Waghorn et al. 2002).

Secuenciacion y caracterizacion de la microbiota ruminal.

El microbioma ruminal es el factor distintivo de todos los rumiantes, y profundizar
su comprension permitira optimizar la produccion de alimentos (Mccann et al.,
2014). Muchos de los microorganismos colonizan y se desarrollan en el rumen
en armonia con el huésped, formando parte de la microbiota ruminal “natural” o
autoctona. A su vez, se encuentran microorganismos que ingresan al rumen
mayoritariamente con los alimentos, agua, y otras fuentes ambientales, son
denominados aléctonos y no se establecen en el rumen, son transitorios
(Nagaraja, 2016). La composicién de la poblacion microbiana ruminal esta

determinada por numerosos factores, entre ellos la dieta, la localizacién
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geografica e incluso la especie animal. En general, la dieta es el principal
determinante del tipo y numero de los microorganismos ruminales
predominantes y de sus funciones en el animal adulto. En este sentido, se han
encontrado observaciones similares en animales alimentados con dietas
similares en todas partes del mundo (Hobson & Stewart, 1988).

Los parametros evaluados tradicionalmente para determinar la habilidad de una
dieta de cubrir las necesidades de rumiantes como el consumo de alimento,
parametros de fermentacion, tasa de pasaje, digestibilidad de la dieta y el
metabolismo del nitrégeno estan fuertemente relacionadas con la comunidad
microbiana ruminal. La evolucién de las técnicas de secuenciacién ha permitido
una caracterizacion mas precisa de las poblaciones microbianas, sentando las
bases para nuevos avances en la produccion (Mccann et al., 2014).

Anteriormente, el conocimiento clasico de la microbiologia ruminal se basaba en
el cultivo en condiciones de anaerobiosis. Hoy en dia, el uso de técnicas de
secuenciacion de alto rendimiento o secuenciacion masiva permiten la
descripcion y caracterizacion de las comunidades microbianas con mayor
precision (Mccann et al.,, 2014). Los métodos de segunda generacion de
secuenciacion o Next Generation Sequencing son ampliamente usados siendo
Solexa e lon Torrent comercializadas por Illumina y Thermo Fisher,
respectivamente, dos de las plataformas mas usadas. Estos métodos requieren
de un paso previo de amplificacién por PCR. Existen también, secuenciadores
de tercera generacion, que presentan la ventaja de que la secuenciacion se
realiza directamente sin la necesidad de la amplificacién por PCR y que se
obtienen secuencias de mayor longitud. Entre los métodos de tercera generaciéon
se encuentra Sequel System y MiIinlION de PacBio y Oxford Nanopore,
respectivamente (del Campo-Moreno et al., 2018). Sin embargo, los
secuenciadores de segunda generacion son los mas empleados en el estudio de
microbiomas, destacandose por su costo moderado en comparacién con otras
metodologias (Fricker et al., 2019).

El gen ARN ribosomal 16S, se ha utilizado como un marcador taxonémico de
identificacion. La secuenciacion del gen ARNr 16S comienza con la extraccién
de ADN de una muestra, seguida de su amplificacion mediante la unién selectiva
de primers universales a secuencias altamente conservadas de la region
hipervariable del gen ARNr 16S (como V3-V5). Posteriormente, se secuencian
los amplicones de dicha region, proporcionando informacién filogenética
suficiente que permite la clasificacion taxondémica (Gotschlich et al., 2019).
Posteriormente, a las secuencias se le asignan grupos taxondmicos utilizando
bases de datos disponibles y se analizan los resultados con herramientas
bioinforméaticas. En el analisis de la microbiota basado en la taxonomia del gen
del ARNr 16S se cuantifica la abundancia relativa de cada filo, familia o género
(del Campo-Moreno et al., 2018).
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Otra estrategia utilizada para caracterizar la microbiota es la metagenémica, que
se basa en la secuenciacion masiva de ADN o ARN sin necesidad de
amplificacion previa. Esta metodologia contempla todo el genoma de los
microorganismos en lugar de enfocarse Unicamente a los fragmentos del gen
ARNr 16S y por tanto permite un analisis taxondmico y funcional mas completo
de los genomas microbianos (virales, bacterianos y eucariotas) (del Campo-
Moreno et al., 2018; Fricker et al., 2019).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los Ultimos afios, las presiones sobre varios eslabones de la cadena
alimentaria se han intensificado debido al aumento de la globalizacion, la
reduccion de los precios de los commodities, las negociaciones comerciales
mundiales, el aumento de las preocupaciones por el bienestar animal, la
necesidad de trazabilidad y la legislacién medioambiental (Grunert et al., 2004).
En Uruguay, el 70% de la leche producida se exporta, por lo que el futuro de la
industria lactea depende de su competitividad, determinada entre otros factores
por el costo de produccion, la mano de obra, el impacto ambiental y la capacidad
de desarrollar productos diferenciados (Farifia & Chilibroste, 2019; Grunert et al.,
2004). La alimentacion del ganado influye directamente en la produccion de CH,,
ya que la fermentacidén ruminal de carbohidratos estructurales genera hidrogeno
(H;), utilizado por las arqueas metanogénicas para sintetizar CH, (France &
Dijkstra, 2005; Morgavi et al., 2010; Owens & Basalan, 2016). La composicion
de la dieta moldea la microbiota ruminal (de Menezes et al., 2011) y, por ende,
la produccién de metano (Morgavi et al., 2010). El estudio de la ecologia
microbiana del rumen y sus dindmicas es esencial para el disefio de sistemas de
alimentacion orientados a maximizar la eficiencia de produccion, mejorar la salud
animal y reducir las emisiones de metano (de Menezes et al., 2011).

Una estrategia que aborda varios de los puntos expuestos es la inclusion de
pasturas en sistemas de alimentacion para vacas lecheras basados en RTM, ya
que disminuye los costos de alimentacion, mejora el bienestar animal, reduce el
impacto ambiental y agrega valor a los productos (Dall-Orsoletta et al., 2016;
Mee & Boyle, 2020; Moscovici Joubran et al., 2021). La proporcién de la pastura
incluida en la dieta influye en la produccion lactea; se han encontrado
disminuciones en la produccién lactea con inclusiones de del 21% (Vibart et al.,
2008) y 30% (Bargo et al., 2002), mientras que inclusiones del 41% permitieron
mantener la produccién lactea (Vibart et al., 2008). Asi mismo, las estrategias
nutricionales orientadas a mitigar las emisiones de metano deberian incluir el uso
de pasturas de buena calidad (Dini et al., 2018) priorizando la eleccion de
leguminosas en lugar de gramineas (Waghorn et al., 2002) y de pasturas que
contengan saponinas como la alfalfa, u otros metabolitos secundarios capaces
de reducir las emisiones de metano (Malik & Singhal, 2009).

Si bien hay disponible una amplia bibliografia sobre la utilizacion de dietas mixtas
o RPM, fundamentalmente comparando niveles de inclusion de la pastura en la
dieta; pocos trabajos han utilizado la alfalfa como la pastura incluida y menos
aun comparado entre estadios de crecimiento. Considerando que varios estudios
han demostrado que la ingestion de pasturas de alta calidad reduce las
emisiones de metano en comparacion con pasturas de menor calidad (Waghorn
et al., 2002; Dini et al., 2018), que a medida que avanza el estadio fenolégico de
la alfalfa, su valor nutritivo disminuye (Kalu & Fick, 1981) y que la alimentacion

de vacas lecheras con dietas mixtas ha logrado reducir las emisiones de metano
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frente a aquellas alimentadas exclusivamente con racion total mezclada (RTM)
(Dall-Orsoletta et al., 2016) resulta imprescindible investigar de forma integrada
como la calidad de la pastura incluida en una dieta mixta influye sobre los
parametros del ambiente ruminal, la composicién de la comunidad microbiana y
las emisiones de metano. Estos aspectos son fundamentales para disefar

estrategias de mitigacion que, sin comprometer la productividad, logren una
alimentacion mas eficiente y sostenible.
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HIPOTESIS

La sustitucion del 40% de una racion totalmente mezclada (RTM) por alfalfa
(Medicago sativa) en estadio de botdn temprano mantendrd una alta
degradabilidad ruminal de nutrientes y produccion de &cidos grasos volatiles
(AGV), sin incrementar las emisiones de metano (CH,) en comparacion con una
dieta basada exclusivamente en RTM. Ademas, se espera que la inclusion de
alfalfa en estadio vegetativo medio no solo mantenga estos beneficios, sino que
mejore aun mas la eficiencia fermentativa, reduciendo las emisiones de CH, y
optimizando la produccién de AGV en comparacion con la dieta RTM y la alfalfa
en estadio de boton temprano, debido a su mayor contenido de proteina soluble,
carbohidratos no fibrosos y metabolitos secundarios (como saponinas) que
modulan favorablemente la microbiota ruminal.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la sustitucion parcial de una racion totalmente mezclada
para vacas lecheras por alfalfa sobre la degradabilidad de nutrientes, la
microbiota y el ambiente ruminal y las emisiones de metano en un sistema de
rumen artificial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar el efecto de la sustitucion del 40% de una racion totalmente
mezclada para vacas lecheras por alfalfa sobre la degradabilidad de nutrientes,
la microbiota y ambiente ruminal y las emisiones de metano en un sistema de
rumen artificial.

2) Caracterizar el efecto de la etapa fenoldgica de la alfalfa (estadio vegetativo
medio o boton temprano) incluida en dietas parcialmente mezcladas para vacas
lecheras sobre la degradabilidad de nutrientes, la microbiota y ambiente ruminal
y las emisiones de metano en un sistema de rumen artificial.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento fue llevado a cabo en un sistema de fermentacién ruminal in vitro
(RuSiTec; Rumen Simulation Technique) del laboratorio de Fermentaciones in
vitro de la Unidad Académica de Nutricion Animal del Departamento de
Produccion Animal, en el Campo Experimental N°2 de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad de la Republica (UdelaR), San José, Uruguay. Los andlisis de
composicién quimica de los alimentos se realizaron en el laboratorio de Analisis
Quimicos de la misma Unidad Académica. El metano fue determinado en
laboratorio de Ecologia Microbiana Medioambiental de la Facultad de Quimica
de UdelaR. Las extracciones de ADN para el analisis de la comunidad
bacterianase realizaron en el laboratorio de Salud Animal (Plataforma de Salud
Animal) del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA) - La
Estanzuela, Colonia, Uruguay. ElI ADN fue enviado al Centro de Gendmica de la
Universidad de Minnesota (EEUU), donde fue realizada la secuenciacion. El
manejo de los animales donadores de liquido ruminal se ajusté a la Ordenanza
sobre el uso de animales de experimentacién, docencia e investigacion
universitaria de la UdelaR (protocolo CEUAFVET 1714).

Disefio experimental

La fermentacion ruminal in vitro se realizo en un equipo RuSiTec (Czerkawski &
Breckenridge, 1977) provisto de 6 fermentadores. El experimento se realizo de
acuerdo a un disefio de bloques completamente aleatorizados, con 3 periodos
experimentales (bloques) de 14 dias cada uno, 7 dias para equilibrar el sistema
y 7 de mediciones y toma de muestras. Los tratamientos consistieron en 3 dietas
para vacas lecheras de alta produccion: (1) Dieta control (RTM), (2) 60% RTM +
40% alfalfa en estadio vegetativo medio (RPM1) y (3) 60% RTM + 40% alfalfa en
estadio de botén temprano (RPM2), que fueron incubadas por duplicado en cada
periodo experimental.

Caracterizacion de la alfalfa

Las muestras de alfalfa se obtuvieron en dos instancias, octubre y diciembre de
2020, de una parcela ubicada en el campo Experimental N°2 Libertad de la
Facultad de Veterinaria, UdelaR. La disponibilidad se midié cortando con tijeras
al nivel del suelo 5 cuadrantes (0,1 m?) de cada forraje. Las muestras para
evaluar los cambios de la composicion quimica del forraje se cortaron a 3 cm del
suelo, en 5 lugares distintos y aleatorios de la parcela

Las alfalfas cosechadas fueron clasificadas utilizando una escala para tallos
individuales propuesta por Kalu & Fick (1981) con estadios de 0 a 9 (Cuadro ).
El estadio medio por peso (Mean stage by weight - MSW) se reporta como el
promedio ponderado del peso de tallos presente en cada estadio y se calcula
como la sumatoria de (S*D) /W; donde S es el estadio de madurez, D es el peso
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seco de los tallos en el estadio S y W es el peso seco de los tallos en todos los
estadios presentes. EI MSW de las alfalfas fue 0.94 + 0.28 y 2.85 + 0.85,
definiendo a la alfalfa cosechada en el estadio mas temprano en estadio de
vegetativo medio y la mas tardia en boton temprano.

Se determind la disponibilidad cortando con tijeras al nivel del suelo 5 cuadrantes
(0,1 m?) del forraje en cada estadio. Las muestras para evaluar los cambios de
la composicion quimica del forraje se cortaron a 3 cm del suelo, en 5 lugares
distintos y aleatorios de la parcela.

Cuadro I. Estado fenolégico para tallos individuales de alfalfa segun el desarrollo
morfologico (Adaptado de Kalu & Fick (1981)).

Estadio de madurez Nombre de estadio Definicién del estadio

0 Vegetativo temprano Largo del tallo < 15 cm; sin botones, flores o vainas.
1 Vegetativo medio Largo del tallo 16-30 cm; sin botones, flores o vainas.
2 Vegetativo tardio Largo del tallo =2 31 cm; sin botones, flores o vainas.
3 Boton temprano 1 o 2 nudos con botones florales; sin flores ni vainas.
4 Boton tardio > 3 nudos con botones florales; sin flores ni vainas.

5 Floracion temprana 1 nudo con una flor abierta; sin vainas.

6 Floracion tardia > 2 nudos con una flor abierta; sin vainas.

7 Fructificacion temprana 1 - 3 nudos con vainas verdes.

8 Fructificacion tardia > 4 nudos vainas verdes.

9 Semillas maduras Nudos con vainas marrones.

En el Cuadro Il se presenta la disponibilidad de forraje, la composicion quimica
y la digestibilidad in vitro de las alfalfas utilizadas en la dieta.

Cuadro Il. Disponibilidad de forraje, composicion quimica y digestibilidad in vitro
de las alfalfas.

Estadio de la alfalfa

Vegetativo medio Boton temprano

Disponibilidad de forraje

Forraje disponible (kg MS/ha) 2150 + 4,35 2430 * 3,95
Composicion quimica
MS (%) 19,16 + 0,71 31,81+£0,14
MO (%MS) 89,57 £ 0,03 90,17 £0.01
FDN (%MS) 28,84 + 0,10 34,40 £0,16
FDA (%MS) 25,29 0,98 29,81+ 1,36
PB(%MS) 27,90+ 0,34 20,84 £ 0,58
Fraccionamiento proteico (% de PB)

A 20,33 18,60

B 73,06 76,09

C 6,61 5,31
Almidon (% MS) 1,42 +0,04 1,41+ 0,03
EE (%MS) 1,72+0,04 1,57 £0,03
Digestibilidad in vitro
DIVMS (%) 77.14+0.98 75,11 + 3,00

MS= materia seca; MO= materia organica; FDN= fibra detergente neutro; FDA= fibra detergente acido;PB= proteina
bruta; EE= extracto etéreo; DIVMS= digestibilidad in vitro de la materia seca. Los datos presentados son la media de 2
réplicas y su desvio estandar.
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Dietas

Las dietas fueron formuladas para cubrir los requerimientos de vacas lecheras
de 600 kg produciendo 35 litros/dia segin NRC (2001). La RTM fue la misma
para todos los tratamientos. En las RPMs la alfalfa sustituyé a la RTM en
cantidades en base a materia seca (MS). En el Cuadro Ill se muestra la
composicidén quimica, digestibilidad in vitro y proporcion de ingredientes de RTM
y en el Cuadro IV la composicion quimica y digestibilidad de las dietas
formuladas. Las alfalfas y el ensilaje que componian las dietas fueron liofilizadas
(SP Scientific Benchtop Pro, Warminster, PA) y molidas utilizando una criba de
2 mm.

Cuadro Ill. Composicion quimica, digestibilidad in vitro y proporcion de
ingredientes de RTM.

Ensilaje de maiz Maiz (grano) Cascarilla de soja  Harina de soja  Urea
Composicion quimica
MS (%) 24,93+0,3 88,71+0,23 90,2340,23 89,3040,12
MO(%MS) 94.0440.13 98.42+0.001 95.61+0.03 93.53+0.01
FDN(%MS) 49,72+1,17 11,02+0,42 63,82+0,09 12,71+0,22
FDA(%MS) 22,02+0,67 4,02+0,16 48,33+0,18 9.97+0,42
PB(%MS) 10,11+0,16 8,04+0,08 9,69+0,05 47,17+0,39
Fraccionamiento proteico (% de PB)
A 56,22 43,70 13,29 8,85
B 38,16 53,90 76,90 89,90
C 5,63 2,40 9,81 1,25
Almidén (%MS) 3,86+0,72 64,17+1,78 0,16+0,04 2,11+0,09
EE(%MS) 2,73%0,32 5,91+1,03 1,77+0,02 1,92+0,07
Digestibilidad in vitro
DIVMS (%) 52,19+0,84 92,09+0,39 69,9846.71 95,83+0,51
Porcentaje de inclusiéon en la RTM
38,32 17,84 28,31 14,86 0,68

MS= materia seca; MO= materia organica; FDN= fibra detergente neutro; FDA= fibra detergente acido;PB= proteina
bruta; EE= extracto etéreo; DIVMS= digestibilidad in vitro de la materia seca. Los datos presentados son la media de 2
réplicas y su desvio estandar.
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Cuadro IV. Composicion quimica y digestibilidad de las dietas.

RTM RPM1 RPM2
Composicién quimica
MS (%) 64,19+ 0,38 46,17+ 0,15 51,23+ 0,79
MO (%MS) 95,12+0,04 93,35+0,26 93,62+0,06
FDN (%MS) 40,40+0,33 35,89+0,64 39,55+0,22
FDA (%MS) 26,62+1,18 26,77+0,47 28,32+0,79
PB (%MS) 16,47+0,18 20,58+0,10 20,11+0,57
Fraccionamiento proteico (% de PB)

A 22,44 12,59 16,32

B 75,09 82,82 78,82

C 2,47 4,59 4,86
Almidoén (%MS) 17,25+1,25 11,51+2,94 9,22+0,80
EE (%MS) 2,41+0,07 2,19+0,20 2,67+0,23
Digestibilidad in vitro
DIVMS (%) 87,01+0,60 80,89+5,20 84,15+1,47

RTM= Racién totalmente mezclada; RPM1=Racion parcialmente mezclada 1; RPM2= Racién parcialmente mezclada 2;
MS= Materia Seca; MO= Materia Orgéanica; FDN= Fibra detergente neutro; FDA= Fibra detergente acido; PB= Proteina
bruta; EE= Extracto etéreo; DIVMS= Digestibilidad in vitro de la materia seca. Los datos presentados son la media de 2
réplicas y su desvio estandar.

Procedimiento de la fermentacion in vitro

La fermentacion in vitro se llevo a cabo en un sistema RuSiTec (Czerkawski &
Breckenridge, 1977) con 6 unidades de fermentacion de 900 mL de capacidad,
dentro de un bafio Maria a 39°C. El primer dia del experimento a cada unidad de
fermentacién se le adicion6 600 mL de liquido ruminal y saliva artificial
(McDougall, 1948) hasta completar y se colocaron dentro 2 bolsas porosas de
nylon (R510, ANKOM Technology Corp., Macedon NY, EEUU), una conteniendo
10 g de contenido ruminal sélido y otra con 10 g (MS) de cada dieta. Las dietas
fueron molidas utilizando una criba de 2 mm. El liquido y contenido ruminal sélido
de 2 vacas canuladas (1 Holando y 1 Jersey) alimentadas con heno de mezcla
de gramineas y leguminosas (%MS 64,97 + 0,74; %MO 91,92 + 0,02; %FDN
62,5 + 1,18; %FDA 38,62 £ 0,21; %PB 7,99 £ 0,27) ad libitum y 1 kg MS/dia de
maiz molido (el mismo que se utilizé para las dietas). El sistema se infundié
continuamente con saliva artificial a una tasa de 3,0%/h. Luego de las primeras
24 horas de incubacion, la bolsa con contenido sélido ruminal se cambi6 por una
bolsa de nylon que contenia la dieta, y al dia siguiente se reemplazo la bolsa con
la dieta que se incub6 desde el primer dia por una nueva. De esta manera, cada
dia del periodo experimental se sustituyd una bolsa con 48 horas de incubacién
por una con dieta y cada unidad de fermentacion siempre contuvo dos bolsas de
nylon durante el experimento.

Mediciones y toma de muestras

Durante los dias 9 al 13, las bolsas incubadas se enjuagaron con saliva artificial
y se conservaron a -20°C para posteriormente determinar la desaparicion de
nutrientes. En el mismo momento que se cambiaron las bolsas de nylon, se midi6
el pH directamente en cada unidad de fermentacion con un pHmetro digital
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(Oakton®, eChem Instruments Pte. Ltd., Singapore) y se tomaron alicuotas de
liquido ruminal para la determinacion de acidos grasos volatiles (AGV) y N-NH3.
Se mezclé 1 mL de liquido ruminal con 1 mL de acido perclorico (0.1 M)y 1 mL
de liquido ruminal con 0.02 mL de acido sulfarico (50% v/v) para AGV y N-NH3
respectivamente, y se almacenaron a -20°C para su posterior analisis. Asi
mismo, diariamente se midié el volumen de gas producido recogido en bolsas
herméticas por desplazamiento de agua y se tomo una alicuota de 10 mL para
determinar el contenido de metano.

Los dias 8 y 14 del periodo experimental se tomaron alicuotas de 10 mL de
liquido ruminal y las bolsas porosas que fueron retiradas de cada fermentador y
se conservaron a -20°C para el analisis del microbioma ruminal.

Desaparicion de nutrientes

Se determiné del dia 9 al 13 la desaparicién aparente de materia seca (dMS),
materia organica (dMO), proteina bruta (dPB), fibra detergente neutro (dFDN),
fibra detergente acido (dFDA) y nitrdgeno insoluble en detergente neutro
(dNIDN).

Para determinar la dMS, cada bolsa fue secada a 60°C por 48 horas, y la
desaparicion se determiné de la siguiente manera: dMS = ([MS incubada (g) -
MS luego de la incubacion (g))/ MS incubada). Posteriormente, el contenido de
las bolsas se molié a 1 mm y se conformaron pooles por unidad de fermentacién
y periodo de incubacion ponderados por la MS residual de cada dia de medicion.
Los pooles fueron analizados para ceniza, PB, FDN, FDA, y NDIN, y estos
resultados fueron utilizados para calcular su desaparicion igual que para la dMS

(9).

Andlisis quimicos

Para los andlisis quimicos las muestras fueron molidas con una criba de 1mm.
Se determiné la MS a 105°C hasta peso constante de acuerdo a la Association
of Official Analytical Chemists (A.O.A.C., 1990, método ID 934.01). Las cenizas
se determinaron por combustién a 600°C durante 2h (A.O.A.C., 1990, método ID
942.05) y el porcentaje de materia organica (%MO) se calcul6é de la siguiente
manera: %MO=100-%Cenizas. El nitrogeno total (N total) se analizé mediante el
método de Kjeldahl (A.O.A.C., 1990, método 984.13). El valor de proteina bruta
(PB) se obtuvo multiplicando el valor del N total x 6.25. Para la determinacion de
fibra detergente neutra (FDN) se utilizé amilasa termoestable y sulfito de sodio,
y la FDN vy fibra detergente acido (FDA) fueron analizadas segun Robertson &
Van Soest (1981) utilizando un analizador de fibra ANKOM220 (ANKOM
Technology Corp., Macedon, NY, USA). Los resultados de FDN y FDA se
expresaron descontando la ceniza residual y se corrigieron por blancos
(aFDNom y FDAom) de acuerdo a Mertens (2003). El contenido de Nitrdgeno
Insoluble en Detergente Neutro (NIDN), Nitrégeno Insoluble en Detergente Acido
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(NIDA) y Nitrogeno no proteico (NNP) fue determinado de acuerdo a Licitra et al.
(1996). La proteina insoluble en detergente acido (PIDA) e insoluble en
detergente neutro (PIDN) se calculé de la siguiente manera NIDAx6.25 y
NIDNx6.25, respectivamente. El NNP se obtuvo mediante la filtracion de la
proteina verdadera precipitada con acido tricloroacético (acido tricloroacético al
10% p/v en agua) y se determiné como la diferencia entre el nitrégeno total y el
nitrogeno retenido en el filtro. Las fracciones proteicas se calcularon de la
siguiente manera: fraccion A se calculé como NNPx6.25, la fraccion C se definio
como PIDAy la Fraccion B como PB-(NNPx6.25)- PIDA. Las fracciones proteicas
se expresaron como porcentaje del contenido total de PB (Pichard & Van Soest,
1977). El extracto etéreo se analizd extrayendo la grasa con éter de petroleo
durante 4 h usando un extractor de grasa Goldfisch (Labconco Corp., Kansas
City, MO, EE. UU.) de acuerdo a Nielsen (2003). El contenido de almidén se
determind por hidrélisis enzimatica usando kits comerciales (K-TATA-100A,
Megazyme International Ireland, Bray, Co. Wicklow, Irlanda).

La concentracion de N-NHs en el liquido ruminal fue analizada por
espectrofotometria segun Weatherburn (1967) utilizando un espectrofotometro
(UNICO® 1201, United Products & Instruments, NJ, USA). La concentracién de
AGV (acetato, propionato y butirato) fue determinada segun Adams et al. (1984)
por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, Dionex Ultimate® 3000,
Waltham, MA, USA) a 210 nm usando una columna de 300 x 7,8 mm (Acclaim,
Rezex ROA-Organic Acid H+ (8%), Phenomenex, USA). Se calculo la
concentracion total de AGV en mM como la suma de acetato, propionato y
butirato, y se determiné la proporcién de cada acido en base al total. Para la
determinacion de metano se utilizd un cromatografo de gases (GC-2014,
Shimadzu Scientific) equipado con un detector de conductividad térmica (TCD)
y una columna molecular sieve (MS - 13x 80-100 mesh).

Extraccion de ADN

Las muestras de liquido ruminal y las bolsas con el alimento degradado se
descongelaron a temperatura ambiente. La extraccion de ADN microbiano total
se realizé con el kit ZR Fecal DNA MiniPrep (ZYMO Research, USA) siguiendo
el protocolo sugerido por el fabricante. La agitacion se realizé con FastPrep-24
a 6 m/s durante 40s y el ADN extraido se guardo a -20°C.

Secuenciacion masiva de ADNr 16S y procesamiento de datos

El andlisis de la comunidad microbiana del liquido ruminal y contenido solido se
realiz6 mediante la secuenciacion masiva pareada de la region V4 (515F/806R)
del gen ADNr 16S. La preparacion de la biblioteca y secuenciacion fue realizada
en el Centro de Gendmica de la Universidad de Minnesota, en una plataforma
lllumina MiSeq para generar lecturas pareadas de 300 bases de longitud en cada
direccién. Los datos generados se procesaron con el paquete dada2 de R

(Callahan et al., 2016a) siguiendo el pipeline presentado en el repositorio de
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GitHub del paquete (https://benjjnn.g.gubub.io/dada2/tutorial.ntml) y en
(Callahan et al., 2016b)

En resumen, las lecturas se ajustaron vy filtraron utilizando los parametros por
defecto con truncLen=c (250, 150) y trimLeft= 10. Se definieron las Amplicon
Sequence Variants (ASV) y luego de eliminar las quimeras
(removeBimeraDenovo,method = “consensus”), se asigno la taxonomia con la
base de datos de Silva (versién 138). Se eliminaron las ASV con menos de 10
lecturas en total y, cuando el andlisis lo requeria, los conteos se normalizaron
mediante el célculo de abundancias relativas. Se utiliz6 DECIPHER para realizar
alineaciones multiples (Wright, 2015) y el paquete phangorn (Schliep, 2011) para
construir un arbol filogenético con los parametros recomendados por Callahan et
al., 2016a.

Visualizacion de datos de la secuenciacion de ADNr16S.

Se utilizé el paquete de R phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013) para visualizar
y analizar los datos de secuenciacion. Con este paquete se construyeron los
graficos de barra y Non-metric multidimensional scaling (NMDS) a partir de la
matriz de distancias construidas con el método Bray-Curtis (abundancia).
También se calcularon matrices de distancias utilizando los métodos Jaccard
(presencia/ausencia), UniFrac (relaciones filoenéticas) y Weighted-UniFrac
(relaciones filogenéticas ponderadas por abundancia) para construir graficos de
NMDS. Se estimaron pardmetros de diversidad alfa utilizando la funcién
estimate_richness implementado en el paquete phyloseq con funciones del
paquete vegan (Love et al., 2014).

Analisis estadisticos.
Desaparicion de nutrientes, ambiente ruminal y produccion de metano.

La normalidad de los residuos se teste6 utilizando el procedimiento UNIVARIATE
de SAS (SAS® OnDemand for Academics) y, posteriormente, los datos fueron
analizados utilizando modelos mixtos mediante los procedimientos MIXED (en el
caso de distribucién normal) o GLIMMIX (en el caso de no ser una distribucion
normal) de SAS (SAS® OnDemand for Academics). Para la desaparicion de MO,
PB, FND, FAD, NDIN, nmoles CH4/gMOd y nmolesCH4/gFNDd se consideré la
dieta como efecto fijo, y la tanda y el residuo como efectos aleatorios. El modelo
utilizado fue:

Yijk= p +Ti + Cj + €ijk
donde: Yijk = variable dependiente, y = media general, Ti = efecto fijo del i°

tratamiento (n = 3 dietas), Cj = efecto aleatorio de la corrida y €ijk = error residual.

Los datos de pH, volumen de gas, AGVs, proporcion de acido acético, butirico y
propiénico, A/P y N-NHs fueron analizados utilizando medidas repetidas en el
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tiempo, con la unidad de fermentacién como sujeto de las medidas repetidas. Se
consideré la dieta, dia de muestreo, y su interaccién como efectos fijos; y la tanda
y el residuo como efectos aleatorios. Dentro de las estructuras de errores
investigadas se utilizé la estructura autoregresiva heterogénea de primer orden
(ARH (1)) debido a que fue la mejor de acuerdo al BIC (criterio de informacion
bayesiano). El modelo utilizado fue:

Yijkl=p+Ti + Dj + Ck + (T*D)jj + €ijK

donde: Yijkl = variable dependiente, y = media general, Ti = efecto fijo del i°
tratamiento (n = 3 dietas) observado en [° réplicas (n = 2 unidades de
fermentacion), Dj = efecto fijo del tiempo de muestreo (n=5 dias), Ck = efecto
aleatorio de la corrida, (T*D)ij = interaccion entre tratamiento y dia de muestreo
y €ijkl = error residual.

Cuando el efecto de la dieta fue significativo, las medias entre dietas se
compararon mediante contrastes ortogonales preplanificados disefiados de la
siguiente manera: RTM vs RPMs (RTM vs las dos dietas parcialmente mezcladas
gue contenian alfalfa) y RPM1 vs RPM2. Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas cuando p<0,05.

Microbiota ruminal

Para evaluar el efecto de la dieta, periodo experimental y dia de muestreo en la
comunidad microbiana ruminal se realizO un analisis de varianza con
permutaciones (PERMANOVA) utilizando la funcion adonis del paquete vegan y
la matriz de distancias calculada con el método de Bray-Curtis. Asi mismo, se
utilizaron las funciones betadisper y permutest de vegan para verificar que la
dispersion dentro del mismo grupo no fuera significativa. Se determinaron las
abundancias diferenciales con el paquete DESeq2 (Love et al., 2014).

Los grupos filogenéticos que resultara de relevancia estudiar en mayor detalle
fueron analizados comparando las abundancias relativas utilizando Kruskal-
Walllis y Mann-Whitney como test post-hoc. Los indices de diversidad alfa entre
los grupos de cada dieta se compararon utilizando el test de Mann-Whitney.
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RESULTADOS

Desaparicion de nutrientes

En el Cuadro V se presenta la desaparicion aparente de nutrientes de las dietas.
Las variables fijas dia y la interaccion dia*dieta no afectaron la digestibilidad de
la MS. Las dietas parcialmente mezcladas tuvieron una menor desaparicion de
MO (p=0,0006) y de FDN (p=0,0017) que la RTM. En cuanto al NIDN, la RPM2
mostré una mayor desaparicion que la RPM1 (p=0,018). Finalmente, la dieta no
tuvo efecto en la desaparicion de MS, PB y FDA.

Cuadro V. Desaparicion aparente de nutrientes de las dietas.

Dietas p contrastes*
RTM? RPM1! RPM2! EEM? p dieta® 1 2
dMS(%) 52,35 51,62 51,50 2,79 0,1319
dMO(%) 55,21 50,71 50,04 0,88 0,0021 0,0006 0,5986
dPB(%) 54,65 53,04 56,91 1,12 0,0805
dFDN(%) 34,33 28,39 29,56 1,37 0,0052 0,0017 0,4265
dFDA(%) 32,10 31,41 29,17 1,09 0,1215
dNIDN(%) 33,68 30,52 40,23 2,58 0,0498 0,5942 0,018

RPMZ1: racion parcialmente mezclada 1 (RTM:alfalfa en estadio vegetativo medio = 60:40), RPM2: racion parcialmente
mezclada 2 (RTM:alfalfa en estadio botén temprano = 60:40), RTM racion totalmente mezclada (control).

d: desaparicién aparente, MS: Materia Seca, MO: Materia Organica, PB: Proteina Bruta, FDN: Fibra Detergente Neutro,
FDA: Fibra Detergente Acido, NIDN: Nitrégeno Insoluble en Detergente Neutro.

IMedia estimada por minimos cuadrados; 2EEM: error estandar de las medias; °p dieta: nivel de significancia del efecto
fijo de la dieta; *p contrastes: nivel de significancia de los contrastes ortogonales (1: RTM vs RPM1 + RPM2, 2: RPM1 vs
RPM2).

Parametros del ambiente ruminal

En el Cuadro VI se presentan el pH, la produccion de gas, acidos grasos volatiles
y amoniaco ruminal de las dietas. Las variables fijas dia y la interaccion dia*dieta
no tuvieron efecto en ninguna de las variables dependientes evaluadas. Las
dietas parcialmente mezcladas generaron un mayor pH del liquido ruminal
(p=0,0037), menores concentraciones y proporciones de &cido propidnico
(p=0,0015 y p=<,0001), una mayor proporcién de acido butirico (p=0,0370) y
mayor relacion A/P y A+B/P (p<,0001) que la RTM. Asi mismo, la RPM1 produjo
una mayor proporcion de acido butirico y relacion A/P, y menor pH que RPM2.
Por ultimo, la dieta no tuvo efecto en la produccién de gas, 4cidos grasos volatiles
totales (acético + propiénico + butirico), en la concentracion y proporcion de
acido acético, y en la concentracion de acido butirico y N-NHs (mg/100mL).
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Cuadro VI. pH, produccién de gas, acidos grasos volatiles y amoniaco ruminal
de las dietas.

Dietas p contrastes*
RTM?! RPM1! RPM2! EEM? p dieta® 1 2
pH 6,53 6,55 6,65 0,02 <,0001 0,0037 0,0004
Gas (mL/d) 637,29 626,50 626,71 28,22 0,743
AGVt (mM) 38,02 33,78 36,50 1,60 0,080
Ac. Acético (mM) 23,96 21,52 23,47 0,99 0,081
Ac. Propi6nico (mM) 10,76 9,17 9,80 0,46 0,004 0,0015 0,2059
Ac. Butirico (mM) 3,34 3,36 3,40 0,30 0,702
Ac. Acético (% AGVt) 62,52 63,31 63,80 0,44 0,063
Ac. Propiénico (% AGVt) 28,81 26,58 27,03 0,49 <,0001 <,0001 0,3063
Ac. Butirico (% AGVt) 9,01 9,72 9,05 0,31 0,002 0,0370 0,0021
AP 2,18 2,41 2,37 0,07 <,0001 <,0001 <,0001
A+B/P 2,49 2,77 2,71 0,07 <,0001 <,0001 0,3004
N-NHz (mg/100mL) 18,84 19,45 22,37 1,94 0,359

RPMZ1: racién parcialmente mezclada 1 (RTM: alfalfa en estadio vegetativo medio = 60:40), RPM2: raci6n parcialmente
mezclada 2 (RTM: alfalfa en estadio botén temprano = 60:40), RTM racién totalmente mezclada (control).

AGVt: acidos grasos volatiles totales (acético + propiénico + butirico), N-NHs: nitrégeno amoniacal.

IMedia estimada por minimos cuadrados; 2EEM: error estandar de las medias; *p dieta: nivel de significancia del efecto
fijo de la dieta; * p contrastes: nivel de significancia de los contrastes ortogonales (1: RTM vs RPM1 + RPM2, 2: RPM1
vs RPM2).

Producciéon de metano

En el Cuadro VIl se muestra la produccién de metano de las dietas. La variable
fija dia afect6 las variables dependientes mmoles CHas/dia (p=0.0128) y mmoles
CH4/mM AGVt (p=0.0050), pero la interaccion dia*dieta no tuvo efecto en
ninguna de las variables dependientes evaluadas. La dieta tampoco afecto la
produccion de metano.

Cuadro VII. Produccién de metano de las dietas.

Dietas

RTM?! RPM11! RPM21! EEM?2 p dieta®
nmoles CHa/ml 237,2 237,89 239,93 45,4125 0,9576
mmoles CHa/dia 0,147 0,145 0,149 0,025 0,9039
mmoles CH4/g MSd 0,028 0,028 0,030 0,004 0,6644
mmoles CH4/g MOd 0,032 0,030 0,031 0,006 0,7139
mmoles CH4/g FNDd 0,118 0,136 0,124 0,024 0,4737
mmolesCH4/mM AGVt 0,004 0,004 0,004 0,001 0,3669

RPMZ1: racién parcialmente mezclada 1 (RTM:alfalfa en estado vegetativo medio = 60:40), RPM2: racién parcialmente
mezclada 2 (RTM:alfalfa en estadio boton temprano = 60:40), RTM racion totalmente mezclada (control).

MSd: Materia Seca desaparecida, MOd: Materia Organica desaparecida, FDNd: Fibra Detergente Neutro desaparecida,
FDA: Fibra Detergente Acido, AGVt: acidos grasos volatiles totales (acético + propidnico + butirico).

IMedia estimada por minimos cuadrados; 2EEM: error estandar de las medias; p dieta: nivel de significancia del efecto
fijo de la dieta.

Microbiota ruminal
Descripcidon general

Se determind la composicion y estructura de la comunidad bacteriana del liquido
ruminal y contenido ruminal sélido obtenida en los dias 1 y 7 de cada periodo
experimental a través de la secuenciacion de la regiébn V4 del ADNr 16S.
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Después de filtrar por calidad y tamafio, eliminar el ruido y quimeras se mantuvo
el 55% de las lecturas iniciales, dejando en promedio 24267 (+ 5126) de
secuencias por muestra. Se filtraron los ASVs que estaban en baja proporcion y
se obtuvieron en total 2895 ASV diferentes. Un 39,8% de las ASVs no pudieron
ser clasificadas a nivel de género. Los filos mas abundantes fueron: Firmicutes,
Bacteroidota, Proteobacteria y Actinobacteriota, que en conjunto representaron
el 90,4% de la microbiota bacteriana total (Figura 1). En general los géneros mas
abundantes fueron  Megasphaera, Succinivibrio, Limosilactobacillus,
Lactobacillus, Bifidobacterium, Prevotella, Rikenellaceae RC9 gut group,
Christensenellaceae R-7 group y SP3-e08.

Filos (abundancia >2%)

Liquida Sdlida

100

Filo

D Actinobacteriota
. Bacteroidota

~ D Euryarchaeota
7 . Fibrobacterota
D Firmicutes
. Proteobacteria
D Spirochaetota

Abundancia relativa

ma
o

RTM RPM1 RPM2 RTM RPM1 RPM2
Dieta

Figura 1. Abundancia relativa de filos bacterianos que se encontraron en una
proporcién mayor al 2% separado por la dieta y fase (liquida y sélida).

En el Cuadro VIII se muestran las abundancias relativas segun tratamiento y fase
de los 5 filos mas abundantes, y los resultados de la comparacién de las
abundancias entre los distintos tratamientos y fases. Se observaron diferencias
significativas en la abundancia de algunos filos segun la fase, por ejemplo, una
mayor abundancia de Bacteroidota y Proteobacteria en la fase liquida y una
mayor abundancia de Firmicutes en la fase solida. También se encontraron
diferencias en la abundancia de algunos filos segun la dieta, como una mayor
abundancia de Firmicutes en las dietas RPMs, y una mayor abundancia en la
dieta RTM de Bacteroidota en la solida y de Proteobacteria, Actinobacteriota y
Spirochaetota en la fase liquida.
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Cuadro VIII. Abundancia relativa de los 5 filos mas abundantes por tratamiento y

fase.
Dietas

RTM?! RPM11 RPM2!
Fase liquida
Firmicutes 35,7(5,0) 48,31(3,1)b 46,8(8,0) oy
Bacteroidota 27,8(3,4)" 25,4(2,1) 27,6(4,7)
Bacteroidota/Firmicutes 0,80 (0,2)° 0,53 (0,1)2 0,62(0,2)2°
Proteobacteria 18,3(4,2) 12,8(2,6)* 12,9(3,8)*
Actinobacteriota 6,9(5,8)° 2,6(1,5)& 2,4(1,4)&
Spirochaetota 3,5(1,3)° 2,2(0,4)2 2,3(0,6)2
Fase sdlida
Firmicutes 53,1(8,3)® 68,8(9,9)> 67,4(11,3)bx
Bacteroidota 18,6(4,8)> 9,9(5,8)» 10,7(7,1)¥
Bacteroidota/Firmicutes 0,37(0.1)° 0,15(0,1)2 0,18(0,1)2
Proteobacteria 7,5(5,6)Y 1,1(0,9) 1,9(2,4)y
Actinobacteriota 10,2(6,9) 14,5(9,0)% 11,1(5,1)%
Spirochaetota 2,7(1,8) 2,1(1,8) 2,8(2,5)

RPM1:racién parcialmente mezclada 1 (RTM:alfalfa en estado vegetativo medio = 60:40), RPM2: racién parcialmente
mezclada 2 (RTM:alfalfa en estadio botén temprano = 60:40), RTM racién totalmente mezclada (control).

Promedios de las abundancias relativas en porcentaje y el desvio estandar entre paréntesis.

b |ndican diferencias significativas(p<0.05) mediante el test de Mann-Whitney entre dietas.

*¥ Indican diferencias significativas(p<0.05) mediante el test de Mann-Whitney entre fases.

En el Cuadro IX se muestran las abundancias relativas segun tratamiento y dia
de muestreo de los 5 filos mas abundantes y los resultados de la comparacion
de las abundancias entre los dias de muestreo.

Cuadro IX. Abundancia relativa de los 5 filos mas abundantes por tratamiento y
fase.

Dietas
RTM RPM1 RPM2
Dia 1 Dia 7 Dia 1l Dia 7 Dia 1 Dia 7
Firmicutes 46,0(11,9) 39,3(8,4) 62,1(14,6) 53,3(7,1) 63,3(14,1)* 47,8(8,8)°
Bacteroidota 23,8(6,6) 23,6(59)  16,6(9,8) 19,2(8,2)  16,4(11,6)  23,3(7.4)
Proteobacteria 14,7(8,2)  11,7(5,6) 6,7(6,1) 7,2(6,9) 6,4(5,4) 9,0(7,5)
Actinobacteriota 4,7(3,2)° 14,2(5,6)? 6,0(5,4) 12,4(11,6) 6,6(6,0) 7,0(5,7)
Spirochaetota 2,9(1,6) 3,6(1,5) 1,6(0,7)° 2,9(1,6)2 1,6(0,9)° 4,0(1,9)2

Promedios de las abundancias relativas en porcentaje y el desvio estandar entre paréntesis.
ab |ndican diferencias significativas(p<0.05) mediante el test de Mann-Whitney entre dias de muestreo de
cada tratamiento.

Diversidad alfa

La Riqueza, los indices de Shannon, Simpson y Equitatividad se calcularon y
analizaron como descriptores de la comunidad (Figura 2). Se encontraron
valores de riqueza mayores en la dieta RPM1 en relacion a la dieta RTM en

ambos dias de muestreo en las muestras de la fase liquida. Asi mismo, la dieta
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RPM1 tuvo valores mayores del indice de Shannon que la dieta RTM en las
muestras de la fase liquida en el dia 1 de muestreo, mientras que la dieta RTM
tuvo valores mayores que la dieta RPM2 en las muestras de la fase sélida en el
mismo dia de muestreo. En cuanto al indice de Simpson, en el dia 1 las dietas
RPMs obtuvieron valores mayores que la RTM en la fase liquida, mientras que
en la fase solida la dieta RTM tuvo valores mayores que las dietas RPMs en el
mismo dia de muestreo. En relacidon a los valores de equitatividad, en la fase
sélida la dieta RTM tuvo valores mayores que la dieta RPM2 en el dia 1, mientras
que en el dia 7 la dieta RPM2 tuvo valores mayores que la dieta RPM1.

Valores de Riqueza, indice de Shannon, indice de Simpson
y Equitatividad calculados por tratamiento, fase y dia de muestreo
A Rigueza B indice de Shannon

Liquida sélida Liquida Stlida

g;—'# }ﬁ %Q- ‘?'é. g oo %- %—

Cc indice de Simpson D Egquitatividad

Liquida Selida Liquida Selida

S URE ﬁig-*

Dieta E RTM E RPM1 - RPM2
Figura 2. Valores de Riqueza, indice de Shannon, Simpson y Equitatividad
calculados por dia de muestreo, dieta y fase.

Diversidad beta

PERMANOVA

Se us6 PERMANOVA basado en el indice Bray-Curtis de disimilitud para
determinar qué variables influenciaron de manera significativa la composicion de
la comunidad microbiana ruminal de las fases liquida y sélida. La dieta, el dia, el
periodo y la interaccion dieta*dia fueron significativas en ambas fases, y la
interaccion dia*periodo fue significativa en la fase liquida (Cuadro X).
Posteriormente, los datos de la fase liquida y sélida se separaron por periodo
experimental, tratamiento y dia de muestreo, y se compardé la composicion de la
comunidad microbiana total entre los tres periodos de muestreo, la composicion
de la microbiota en cada dieta, y entre el dia 1 y 7 de muestreo para cada dieta.
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Cuadro X. Variables explicativas utilizadas para el analisis de PERMANOVA de
la comunidad microbiana y su significancia.

p-valor

Variable Fase liquida Fase sélida
Dieta 0,001* 0,001*
Dia 0,001* 0,003*
Periodo 0,001* 0,015*
Dieta*Dia 0,013* 0,031*
Dieta*Periodo 0,282 0,510
Dia*Periodo 0,001* 0,115
Dieta*Dia*Periodo 0,551 0,475

* Indica efectos significativos mediante PERMANOVA.

(A) FASE LIQUIDA

Figura 3. Resumen de las comparaciones pareadas del andlisis de
PERMANOVA. (A)Fase liquida, (B) Fase solida. Se compar6 la composicion de
la comunidad microbiana de cada fase entre los tres periodos experimentales,

entre los tratamientos y entre los dias de muestreo. Los asteriscos (*) indican
diferencias significativas.
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Métodos de reduccién dimensional.

Los graficos de NMDS mostraron que las comunidades microbianas tendieron a
agruparse de acuerdo a la dieta y al dia de muestreo. También se logré observar
una clara separacion entre las dietas RPMs y la RTM (Figura 4-Fase liquida y 5-

Fase sélida).
NMDS utilizando distintas distancias (Fase liquida)

A Jaccard B Bray-Curtis

0.3 - =

0.2 L

0.1

0.14 ® o

0] & o® o° . m— 1 & e .
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0.2 024 A A
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025 0.00 0.25 02 00 02 ® RPM2

C Unifrac D Waunifrac

02 01041 @ Dia

; ° &
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01 'y A 7
A ® 0.001 °
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014 A
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-0.1 0.0 0.1 015  -010  -005  0.00 0.05 0.10

Figura 4. Graficos de NMDS de las comunidades microbianas utilizando distintas
medidas de distancia: (A) Jaccard, (B) Bray-Curtis, (C) Unifrac y (D) Wunifrac
para muestras de la fase liquida.

NMDS utilizando distintas distancias (Fase soélida)
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Figura 5. Graficos de NMDS de las comunidades microbianas utilizando distintas
medidas de distancia: (A) Jaccard, (B) Bray-Curtis, (C) Unifrac y (D) Wunifrac
para muestras de la fase sélida.
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Cambios especificos en las comunidades.

Se analizaron las diferencias en las abundancias relativas de los géneros
bacterianos de las muestras de la fase liquida y sdlida, y se compararon entre
tratamientos (RPM1 vs RTM, RPM2 vs RTM y RPM1 vs RPM2) (Figura 6). No
hubo diferencias en la abundancia a nivel de géneros bacterianos entre las dietas
RPM1 y RPM2. En cuanto a las muestras de la fase liquida, los géneros
Prevotella, Bifidobacterium, Treponema y Succinivibrio fueron mas abundantes
en la dieta RTM que en las RPMs. En la fase sdlida los géneros Prevotella,
Veillonellaceae UCG-001, Succinivibro y Schwartzia fueron mas abundantes en
la dieta RTM que en las RPMs, y los géneros Limosilactobacillus, Lactobacillus,
HTO002, y Streptococcus fueron mas abundantes en las RPM que en la RTM.

Abundancias diferenciales de géneros bacterianos (Fase liquida)

A RTM vs RPM1 B RTM vs RPM2
e Anacropizame _
Limositactobacills ‘ -
Oribacterium
Succinivibrio
Megasphaera
Prevoleliaceae YAB2003 group
]
o Suceinivibrio
g Fibrobacter
-0
(6] Treponema
Treponema
Bifidobacterium
Bifidobacterium
Prevotelia_7 Prevotelia_7
-2 -1 0 1 -2 -1 o 1 2
Dieta [ r7m [ rPM1 Dieta [ r7u [l rev2
Log2 Fold Change
Abundancias diferenciales de géneros bacterianos (Fase solida)
c RTM vs RPM1 D RTM vs RPM2
Streptococcus
Lactobacillus
Limosilactobacillus Lactobacilius -
Christensenellaceae R-7 group Limosifactobacilius -
Prevotella Prevotella
Schwartzia
8 Schwartzia
@ Lachnospiraceae NK3A20 group
c Suceinivibri
o Succiniclasticum Succinivibrio
Q
Veillonellaceae UCG-001 Prevotella_7
CPla-4 termite group Veilioneliaceae UGG-001
Succinivibrio
Prevotellaceae YAB2003 group
Prevotellaceae Ga6A1 group
Prevotellaceae YAB2003 group Prevolellaceae GabA1 group
-2 0 2 -3 -2 -1 0 1 2
Dieta RTM RPM1 Dieta rru [ remz

Log?2 Fold Change
Figura 6. Abundancias diferenciales de géneros bacterianos. Ay B: Fase liquida,
C y D: Fase sdlida. Un valor positivo de log2 Fold Change significa que ese
género fue significativamente mas abundante en la dieta RPM 1 0 RPM 2 que en
RTM; y un valor negativo indicO que ese género fue significativamente mas
abundante en la dieta RTM que en RPM 1 0 RPM 2.
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Arqueas

Si bien el estudio de la comunidad arqueal no fue el objetivo principal de este
estudio, al utilizarse primers universales ademas de amplificar bacterias
amplifican algunos miembros de este dominio. El andlisis en junto de bacterias y
arqueas ruminales es practico ya que ambos grupos estan vinculados
funcionalmente en la metanogénesis. En el Cuadro Xl se muestran las
abundancias relativas del dominio Archaea de las fases liquida y sélida segun el
tratamiento. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos.
La abundancia del filo Euryarchaeota represento el 1.8% (+2%) de la microbiota
total (Figura 1). S6lo en la fase solida el filo Euryarchaetota tuvo una abundancia
mayor al 2%, presentando una diferencia significativa entre fases (p=0.034). Asi
mismo, no existieron diferencias en la abundancia de Euryarchaetota entre
dietas. En el Cuadro Xl se muestran las abundancias de los géneros de
Archaeas de las fases liquida y sdélida en cada dieta, y los resultados de la
comparacion de las abundancias relativas segun la dieta.

Cuadro XI. Abundancia relativa de Archaeas en la fase liquida y sélida segun la
dieta.

Dieta
RTM RPM1 RPM2
Fase liquida 2,1(0,9) 2,7(0,8) 2,8(1,1)
Fase sélida 34(21) 2,4 (3,2) 3,6 (2,4)

RPMZ1: racién parcialmente mezclada 1 (RTM:alfalfa en estado vegetativo medio = 60:40), RPM2: racién parcialmente
mezclada 2 (RTM:alfalfa en estadio botén temprano = 60:40), RTM racién totalmente mezclada (control).
Promedio del porcentaje de las abundancias relativas y su desvio estandar entre paréntesis.

Cuadro XII. Abundancia relativa de géneros de Archaeas (abundancia mayor a
0.1%) en la fase liquida y sdlida segun la dieta.

Dieta

RTM RPM1 RPM2
Fase liquida
Methanobrevibacter 0,7(0,7)° 1,3(0,8)2 1,0(0,7)2
Methanosphaera 0,1(0,1) 0,2(0,2) 0,2(0,2)
Methanomicrobium 1,3(0,9) 1,0(0,6) 1,5(0,8)
Methanimicrococcus 0,005(0,01)° 0,2(0,2)2 0,1(0,3)2°
Fase sélida
Methanobrevibacter 2,2(1,4) 1,7(2,6) 2,6(2,2)
Methanosphaera 0,3(0,3) 0,4(0,6) 0,5(0,3)
Methanomicrobium 0,9(1,0)2 0,3(0,3)° 0,4(0,5)2

Promedio del porcentaje de las abundancias relativas en y el desvio estandar entre paréntesis.
ab |Indican diferencias significativas(p<0.05) mediante el test de Mann-Whitney entre dietas.
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DISCUSION

Desaparicion de nutrientes

La digestibilidad de un alimento determina la fraccion del alimento que es
absorbida por el animal y, por tanto, la porcion de nutrientes que quedan
disponibles para el crecimiento, reproduccion, produccion de leche, etc. (Mc
Donald et al., 1999). La desaparicion de MS y PB observada en el presente
estudio es inferior, y la de FDA superior a la presentada por otros autores que
realizaron fermentaciones in vitro de raciones totalmente mezcladas utilizando
RuSiTec. Tamayao et al. (2021) ensayaron una RTM con 38,1% de FDN, 16,9%
de FDA y 16,5% de PB y obtuvieron coeficientes de desaparicion de 0,64, 0,89,
0,36 y 0,26 para MS, PB, FDN y FDA, respectivamente. Por su parte, Martinez
et al. (2010) utilizando una RTM compuesta por 70% de heno de alfalfa y 30%
de concentrado con 42,6% de FDN, 26,9% de FDA y 16,8 % de PB, obtuvieron
una digestibilidad de 71,3, 36,0 y 25,3, para la MS, FDN y FDA, respectivamente.

En el presente estudio, la sustitucion del 40% de una RTM por alfalfa en estadio
vegetativo medio o botdn temprano no afecté la desaparicion de MS, PB ni de
FDA. Las dietas que incluyeron pastura presentaron menor desaparicion de MO
que las dietas 100% RTM, aunque no hubo diferencias en la desaparicion de
MS, lo que puede deberse a un menor contenido de cenizas de la dieta RTM
dejando en proporcion mas materia organica disponible para fermentar. La
reduccion de la desaparicion de MO observada al sustituir RTM por pastura
puede atribuirse al mayor contenido de carbohidratos menos digestibles (FDN) y
al menor contenido de carbohidratos mas digestibles (almidén) (Valadares Filho
et al., 2000) en las RPMs. El contenido de almidon fue mayor (17,25% vs.
10,37%) y la relacion FDN:almidon menor en la RTM que las RPMs (2,34 vs.
3,71), a pesar de que el contenido de FDN también fue mayor en las RTM (40,4%
vs. 37,7%).

La reduccién de la desaparicion de FDN en las RPMs, considerando que no
existio efecto de la dieta en la desaparicion de la FDA, podria explicarse debido
al mayor contenido de hemicelulosas, componente fibroso mas digestible, de la
RTM (13,78% vs. 10,25%) y/o menor digestibilidad de las hemicelulosas de la
alfalfa. Keys, Van Soest y Young (1969) sefialan que tanto la digestibilidad de la
materia seca como de las paredes celulares de la alfalfa es menor que la de las
gramineas, y que lo segundo se debe principalmente a la mayor relacion
lignina:pared celular encontrada en la alfalfa. A su vez, las hemicelulosas de la
alfalfa son menos digestibles por los rumiantes que las de las gramineas
(Sullivan, 1966). Los principales componentes que aportan FDN a la RTM son el
ensilaje de maiz y la cascarilla de soja. En este sentido, Susmel et al. (1990)
observaron que la FDN potencialmente degradable del heno de alfalfa era menor
que la del silo de maiz (0,49 vs 0,81) y Neumann et al. (2021) que la cascarilla
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de soja es altamente digestible, obteniendo un valor de digestibilidad in vitro de
la FDN de 85,65%.

Parametros del ambiente ruminal y producciéon de metano.

La fermentacion de los alimentos en el reticulo-rumen produce AGVs y acido
lactico. Si estos acidos se acumulan y sobrepasan la capacidad amortiguadora
del liquido ruminal, el pH desciende. La regulacion del pH ruminal depende
mayoritariamente de la absorcion de AGV a través de la pared ruminal y de la
capacidad tampon tanto del liquido ruminal determinada por el bicarbonato
presente en la saliva, como de los alimentos de la dieta (Dijkstra et al., 2012). En
este trabajo, se pudo evidenciar un pH ruminal més cercano a la neutralidad con
la inclusion de pasturas (p=0,0037), principalmente con la inclusion de alfalfa en
estadio de boton temprano (p <0,001). En RuSiTec el pH se define por la
produccion de AGVsy la capacidad tampén de la dieta ya que el aporte de saliva
artificial es el mismo para todos los fermentadores y no existe absorcion de
AGVs. La dieta por su parte no afect6 la produccién de AGVs totales, por lo que
el mayor pH del liquido ruminal en la dieta RPM2 se debe posiblemente a la
capacidad amortiguadora de la alfalfa en el estadio fenol6gico mas avanzado.
De acuerdo a Stepanova & Volovik (2021) existe una asociacion positiva entre el
contenido de cenizas y PB y la capacidad buffer de la alfalfa, y una asociacion
negativa entre la fibra cruda y esta caracteristica. Sin embargo, las RPMs no
difirieron en gran medida en su contenido de cenizas y PB, encontrando la mayor
diferencia en el contenido de FDN a favor de la alfalfa en estadio de boton
temprano.

En este trabajo, la concentracion de AGVs fue baja (x=36,1 mM) en comparacion
a los valores encontrados normalmente en animales (70-150 mM) (Martinez et
al., 2010; Tamayao et al., 2021) y de acuerdo a los reportados por otros
investigadores que utilizaron RuSiTec (88,7mMy 55,9 mM (Martinez et al., 2010;
Tamayao et al. 2010). En cuanto a los acidos grasos volatiles individuales, no
existié efecto de la dieta para la concentracion ni la proporcién de acido acético,
pero si para la concentracion y proporcion de &cido propionico, que fue mayor
con la RTM. Adicionalmente, las relaciones A/P y A+B/P fueron menores en el
tratamiento RTM. En la misma linea, Pérez-Ruchel et al. (2014) observaron una
mayor proporcion molar de &cido propidnico cuanto mayor fue la relacion
RTM:forraje. Las dietas mas ricas en almidon favorecen el desarrollo de especies
bacterianas productoras de propionato y se asocian a un aumento en la
proporcion de propionato a expensas del acetato (France & Dijkstra, 2005).

La dieta no tuvo efecto en la concentracién molar de acido butirico, sin embargo,
la proporcion fue mayor en las RPMs, y particularmente con la inclusion de alfalfa
en estadio vegetativo medio. El butirato ejerce un efecto positivo en la digestion
y absorcion de nutrientes, y en la microbiota gastrointestinal de rumiantes recién
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nacidos, y se cree que posee un efecto similar en animales adultos (Gorka et al.,
2018). Llamas-Lamas & Combs (1990) determinaron la concentracion de AGVs
en el liquido ruminal de vacas que fueron alimentadas con alfalfa en tres estadios
vegetativos distintos. Encontraron que los animales alimentados con alfalfa en
estadio vegetativo temprano presentaron una concentracion molar de &acido
butirico mayor que cuando consumieron alfalfa en estadio de botén tardio y
floracién, y que la proporcion de acido butirico fue mayor en estadio de floracion
que en botén tardio. El balance entre el aporte de propionato, glucogénico, y del
acetato y butirato, no-glucogénicos, influencia la eficiencia en la que los AGVs
son utilizados para fines productivos (France & Dijkstra, 2005). Huhtanen et al.
(1993) concluyeron que el incremento en la proporcion de &cido butirico
posiblemente aumenta la cetogénesis y disminuye la neoglucogénesis en el
higado de vacas en lactacién, lo que se asocio a un mayor contenido de grasay
menor contenido de lactosa en la leche, sin cambios en el volumen. Las vacas
de dicho estudio produjeron en promedio 20 kg/dia y tuvieron un balance
energético positivo, por lo que la glucosa no limit6 la produccion de leche.

Segun Mc Donald et al. (1999) la concentracion éptima de N-NHs en el liquido
ruminal varia entre 8,5y 30 mg/100 ml, por lo que los valores obtenidos en el
experimento para las dietas, ademas de no presentar diferencias, se encontraron
dentro del rango deseado.

La dieta no tuvo efecto en la produccion diaria de gas, en la concentracion
(nmoles/mL), producciéon (mmoles/dia) y rendimiento de las emisiones de
metano (mmoles/g MSd, mmoles/g MOd y mmoles/g FDNd) ni en el metano
producido por unidad de AGVt (mmoles CHa/mM AGVY).

En los rumiantes, el consumo de materia seca (CMS) es un factor determinante
en la produccion de metano (mol o g/dia), observandose una relacion positiva
entre ambas variables (Molano & Clark, 2008). Adicionalmente, Boadi &
Wittenberg (2002) evaluaron el efecto de la calidad de las dietas basadas en
forraje (61,5%, 50,7% y 38,5% de desapariciéon in vitro de la MO), y observaron
que las dietas de menor calidad se relacionaron con disminuciones en el CMS,
digestibilidad de la MO digestible y consumo de Energia Bruta. En cuanto a las
emisiones de metano, al ser expresadas como un porcentaje de la Energia Bruta
consumida no presentaron diferencias; sin embargo, la reduccién en el CMS y
en la digestibilidad result6 en un aumento de las emisiones de metano
expresadas por unidad de MO digestible consumida. En nuestro experimento, la
cantidad de alimento que ingresé a cada fermentador fue la misma (10g MS/dia).
Aunqgue la dieta RTM present6 una mayor desaparicion de la MO y no existieron
diferencias en la produccién diaria de metano, no lograron observarse
diferencias en el rendimiento de las emisiones de metano expresadas como
mmol CH4/g MO desaparecida.
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Las concentraciones de metano en este estudio fueron notablemente mas bajas
llevando a que la produccion diaria de metano fuera sensiblemente inferior a las
obtenidas por otros autores que utilizaron dietas RTM (3,7 mmoles/dia; Tamayao
et al., 2021) o dietas basadas en ryegrass perenne y concentrado (3,9
mmoles/dia; Smith et al. 2020), bajo condiciones experimentales similares. Una
explicacion posible para esta diferencia podria ser explicada por la estabilidad
de la muestra de gas durante el almacenamiento prolongado en los tubos
Vacutainer™, ya que las muestras fueron colectadas en el periodo de octubre-
diciembre de 2021 y analizados en diciembre de 2023. Dos estudio realizados
por Freedman y Ferber (1976) y Freedman et al. (1978) evaluaron capacidad de
los Vacutainers™ para almacenar gases fijos e hidrocarburos de bajo peso
molecular. Si bien los estudios concluyen que el metano es uno de los gases que
puede almacenarse durante semanas sin pérdidas significativas, los autores
encontraron una reduccion de aproximadamente el 4% de metano tras 41 dias
de almacenamiento. Nuestras muestras permanecieron almacenadas durante
dos afos, lo que hace razonable suponer pérdidas significativas. Ademas, no se
dispone de evidencia que respalde la estabilidad del metano u otros gases en
Vacutainers™ por periodos tan prolongados, por lo que una pérdida gradual a lo
largo de ese tiempo constituye una hipotesis viable dadas las incertidumbres
sobre el comportamiento del material en condiciones de almacenamiento
extendido. Sumado a esto, en ambos estudios se evidencid una acumulacion
leve pero progresiva de oxigeno y nitrégeno en los Vacutainers™ durante el
almacenamiento de 17 semanas. Si este proceso continué durante los 2 afios de
almacenamiento, la entrada de estos gases atmosféricos podria haber tenido un
efecto de dilucion de la concentracion original de metano.

Microbiota ruminal

La composicién general de la microbiota (Figura 1) fue similar a la obtenida por
otros autores, que describieron a Firmicutes y Bacteroidota como los filos
dominantes. De modo similar, Actinobacteria, Proteobacteria y Spirochaetota
también fueron filos que se encontraban en abundancia significativa
(Bharanidharan et al., 2018; de Menezes et al., 2011).

Las bacterias ruminales pueden encontrarse libres en el liquido ruminal (aprox
30%) o adheridas a particulas de alimentos (aprox 70%) y ambos grupos
participan activamente en la digestion de alimentos (Nagaraja, 2016). Los filos
Bacteroidota y Proteobacteria fueron mas abundantes en la fase liquida, y
Firmicutes en la fase solida para todas las dietas, o que coincide con otros
autores (De Mulder et al., 2017). El filo Actinobacteriota fue mas abundante en
la FS de las dietas RPMs que en la FL, a diferencia de los resultados obtenidos
por de Menezes et al. (2011) quienes encontraron una mayor abundancia de
Actinobacteriota en la FL. Por otro lado, De Mulder et al. (2017) no encontro
diferencias entre las fases. El filo Fibrobacterota presenté una abundancia mayor
al 2% solo en la fase liquida de la dieta RTM. Algunos autores han encontrado a
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Fibrobacterota como uno de los filos mas abundantes luego de Firmicutes y
Bacteroidetes, y con una mayor prevalencia en la fase sélida (de Menezes et al.,
2011; De Mulder et al., 2017). Sin embargo, otros trabajos han observado que el
ADN de Fibrobacter es dificil de amplificar, posiblemente debido a la interaccion
del ADN con otras moléculas que interfieren en la reaccién (de Menezes et al.,
2011; Tajima et al., 2001).

La relacién Bacteroidetes/Firmicutes en la fase liquida fue de 0,53 y 0,62 para
las dietas RPM1 y RPM2, respectivamente, y de 0,80 para la dieta RTM. En la
fase sdlida, los valores fueron de 0,15 para RPM1, 0,18 para RPM2 y 0,37 para
RTM. La dieta RTM presentd una relacion Bacteroidetes/Firmicutes
significativamente mayor que RPML1 en la fase liquida, y fue significativamente
superior a ambas dietas RPM en la fase sélida. (ver Cuadro VIII). Fernando et
al. (2010) describieron una mayor relacion Bacteroidetes/Firmicutes en dietas
altas en concentrados respecto a dietas altas en heno. Por otro lado, se ha
observado una relacién positiva entre el filo Proteobacteria y el contenido de
extracto al éter de la dieta (Gleason & White, 2018). Posiblemente el mayor
contenido de almidén y en extracto al éter de la RTM explique la mayor
abundancia de Bacteroidota y Proteobacteria, y menor abundancia de
Firmicutes. Los filos Bacteroidetes y Firmicutes comprenden a la gran mayoria
del microbioma ruminal, y por tanto es esperable que tengan un efecto relevante
en la produccién. En este sentido, de acuerdo a un meta-andlisis realizado por
Gleason & White (2018) la abundancia relativa de Bacteroidetes y Firmicutes, y
la relacién Bacteroidetes/Firmicutes son los mejores predictores microbianos de
la produccion lactea. Varios taxones de Bacteroidetes se correlacionan
positivamente con la produccién de leche, y la mayoria de taxones de Firmicutes
se asocian a altos niveles de grasa y proteina en leche y una menor produccién
lactea (Indugu et al., 2017). De acuerdo a lo expuesto anteriormente, podria
esperarse una mayor produccion lactea en los animales alimentados con RTM,
y leche con mayor contenido de sélidos en animales alimentados con RPMs.

La diversidad (numero y/o uniformidad, y tipos de taxones) es posiblemente uno
de los conceptos mas relevantes en la ecologia de las comunidades. Los indices
de diversidad se estiman para relacionar patrones de diversidad a la
funcionalidad y estabilidad de los ecosistemas, o para entender cOmo y porqué
la diversidad cambia a lo largo del tiempo y espacio (Shade, 2017). En este
estudio la dieta RPM1 tuvo valores de riqueza (niUmero de taxones) e indices de
Shannon y Simpson mas altos que la dieta RTM en la fase liquida. En cambio,
en la fase soélida la dieta RTM tuvo valores superiores de indice de Shannon y
Simpson y de equitatividad (grado en que los individuos se distribuyen en
taxones) que la RPM2. El indice de Shannon representa la incertidumbre acerca
de la identidad de un individuo desconocido en una comunidad y el de Simpson
la probabilidad de que dos individuos elegidos al azar pertenezcan a géneros
distintos. El primero hace mayor hincapié en la riqueza, es decir numero de

taxones presentes, y los taxones raros, mientras que el segundo lo hace con los
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componentes de equitatividad y taxones dominantes (Nagendra, 2001; Shannon,
1948).

Algunos parametros de diversidad de la comunidad ruminal, como por ejemplo
la rigueza se ven afectados debido a los componentes especificos de la dieta,
de acuerdo con la preferencia por los sustratos disponibles (Gleason & White,
2018). De acuerdo con algunos autores, las dietas altas en forraje podrian
aumentar la alfa diversidad de la microbiota ruminal debido a que las dietas ricas
en concentrados promueven valores de pH ruminales bajos que inhiben el
crecimiento de algunas bacterias ruminales que son sensibles al pH &cido
(Wang, et al. 2020). Sin embargo, este efecto puede no haberse evidenciado
completamente, ya que el experimento se realizdé en un sistema RuSiTec en el
gue se aporto saliva artificial de manera uniforme a todos los fermentadores
independientemente de la dieta suministrada, lo que permiti6 mantener un pH
mas controlado. La diversidad de la comunidad, tanto en la rigueza como en la
equitatividad, mejora la robustez del ecosistema, posiblemente porque
proporciona un efecto amortiguador frente a las perturbaciones y reduce el
impacto (Yachi & Loreau, 1999). No obstante, Shabat et al. (2016) observaron
gue el microbioma de vacas ineficientes suele ser taxondmicamente mas diverso
y que utiliza un nimero mayor de vias metabdlicas que los microbiomas de vacas
mas eficientes. En cambio, las comunidades ruminales de vacas mas eficientes
generalmente presentan mas taxones dominantes y dependen de menos vias
metabdlicas, siendo energéticamente mas rentable para el animal. En este
sentido, se ha asociado la diversidad de manera negativa con la eficiencia de
utilizacion de alimentos y la habilidad del microbioma de proveer al huésped con
la energia requerida para la produccion (Gleason & White, 2018). Tal como se
esperaba, la dieta modifico la estructura de la comunidad microbiana en las fases
liquida y sélida, aspecto evidenciado por los resultados de PERMANOVA. Este
resultado coincide con los descritos en investigaciones previas, como la de De
Menezes et al. (2011), quienes observaron un efecto significativo de la dieta en
la composicion de las comunidades bacterianas y de arqueas de vacas
alimentadas con pastura o RTM.

Especificamente, la sustitucion parcial de RTM por pastura ocasion6 diferencias
en la estructura de la comunidad microbiana, mientras que el estadio fenoldgico
de la alfalfa no tuvo un efecto significativo (Figura 3). En los graficos de NMDS
también se evidencia la separacion de la comunidad microbiana de acuerdo a la
dieta. Particularmente, en los graficos de la comunidad microbiana de la fase
sélida y en los graficos elaborados a partir de la matriz de distancias construidas
con los métodos Bray-Curtis y Weighted-UniFrac de la fase liquida se observa el
agrupamiento de las dietas RPMs frente a la RTM. Ademas, en los graficos
elaborados a partir de la matriz de distancias construidas con los métodos
Jaccard y UniFrac de la fase liquida se visualiza la separacion de las
comunidades RPM1 y RPM2.La mayoria de los filos bacterianos predominantes

no difiieron en sus abundancias relativas entre los dias 1 y 7 de cada
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tratamiento. Puntualmente, se observo un aumento en la abundancia relativa de
Spirochaetota en RPM1 y RPM2, y de Actinobacteriota en RTM, y una
disminucién de Firmicutes en RPM2 en el dia 7 (Cuadro 1X). Asi mismo, algunas
diferencias encontradas en los indices de diversidad alfa, como Shannon y
Simpson observadas al dia 1, no se mantuvieron al dia 7. Ademas, las
comparaciones realizadas mediante el analisis de PERMANOVA mostraron
diferencias en la estructura de la comunidad microbiana de la fase liquida de
todos los tratamientos entre los dias 1 y 7, mientras que en la comunidad
microbiana de la fase solida so6lo se observaron diferencias en la estructura en
la dieta RPM2. Adicionalmente, en los graficos de NMDS se observo que las
comunidades microbianas tendieron a agruparse de acuerdo al dia de muestreo.
Segun Czerkawski y Breckenridge (1977) el estado estacionario en RuSiTec se
establece a partir de que la salida diaria de productos de fermentacion no cambia
significativamente en el transcurso de los dias durante un tiempo especificado, y
se alcanza generalmente luego de 4-6 dias de fermentacién, por lo que podria
suponerse que en el dia 1 de muestreo aun no hubiese alcanzado dicho
equilibrio.

Los géneros Prevotella y Succinivibro fueron mas abundantes en la dieta RTM
que en las RPMs. Prevotella spp. perteneciente al filo Bacteroidetes, es un
género de bacterias amiloliticas capaz de degradar almidén, xilanos y pectinas
(Hobson & Stewart, 1988). La familia Prevotellaceae es una de las mas
prevalentes en animales alimentados tanto con RTM como con pasturas (de
Menezes et al., 2011). Los productos de fermentacion de Prevotella spp. incluyen
acetato, succinato y propionato (Hobson & Stewart, 1988). Este género se ha
relacionado con una mayor produccién de propionato (Shinkai et al., 2024). Un
mayor namero de bacterias productoras de propionato desviarian el H2 de la
metanogénesis reduciendo los niveles de las emisiones de metano (de Menezes
et al.,, 2011). En este estudio, si bien la dieta RTM presenté mayor abundancia
de Prevotella spp. y mayor produccion de propionato que las dietas RPMs, el
efecto en la produccion de metano no fue significativo. Succinivibrio spp.
fermenta las dextrinas del almidon de los alimentos y algunas cepas poseen
enzimas que permiten la utilizacion de productos resultantes de la ruptura de las
paredes celulares de las plantas (Hobson & Stewart, 1988). Se ha vinculado una
mayor abundancia de miembros de la familia Succinivibrionaceae en animales
gue emiten bajas cantidades de metano (Wallace et al., 2015).

Muchas bacterias ruminales, son capaces de fermentar tanto polimeros como di
y monosacaridos producidos a partir de la hidrdlisis inicial. Algunos géneros
fermentadores de azlcares son Streptococcus, Bifidobacterium, Lactobacillus y
Treponema (Owens & Basalan, 2016). Bifidobacterium y Treponema fueron mas
abundantes en la dieta RTM que en las RPMs en la FL. Los miembros del género
Bifidobacterium incrementan con las dietas ricas en almidones, lo que sugiere su
participacion en la hidrélisis de estos compuestos (Hobson & Stewart, 1988).

Streptococcus y Lactobacillus spp., mas abundantes en las dietas que incluyeron
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alfalfa, son relevantes debido a su tendencia a crecer de forma abrupta y producir
acido lactico en situaciones donde el rumen presenta gran cantidad de
carbohidratos fermentables (Nagaraja, 2016).

La abundancia relativa total del dominio Archaea de los distintos tratamientos no
presento diferencias significativas. A pesar de su participacion fundamental en la
metanogénesis, varios estudios han identificado una correlacién débil o incluso
inexistente entre la abundancia de arqueas y las emisiones de metano
(Danielsson et al.,, 2012; Morgavi et al., 2012; Zhou et al., 2011. En efecto,
posiblemente la composicion de la comunidad de arqueas, mas que soélo su
tamafo, tenga una mayor influencia en las emisiones de metano (Tapio et al.,
2017). A nivel de género se observO una mayor abundancia relativa de
Methanobrevibacter y Methanimicrococcus en la dieta RPM1 que en RTM en la
fase liquida y de Methanomicrobium en la dieta RTM que en RPML1 en la fase
sélida. Danielsson et al. (2017) estudiaron la comunidad microbiana ruminal de
vacas lecheras alimentadas con la misma dieta pero que diferian en las
emisiones de metano. Los autores no encontraron diferencias en las
abundancias de Methanobrevibacter y Methanosphaera entre los grupos, pero si
un incremento en la relacion Methanobrevibacter
gottschalkii:Methanobrevibacter ruminantium en emisores de bajo a medio, y
medio a alto. En definitiva, mayores abundancias relativas de M. ruminantium se
asociaron a los animales que produjeron menores cantidades de metano. La
plataforma Illumina MiSeq secuencia un maximo de 2x300 pb, que no cubre en
su totalidad al gen ARNr 16S pero si permite la secuenciacion de una o0 mas
regiones variables. La seleccion de la region que se desea amplificar es muy
importante debido a las diferencias de las regiones variables dentro y entre las
especies (Cao et al. 2017), particularmente en este trabajo se secuencio la regiéon
V4. No obstante, aun secuenciando todo el gen ARNr 16S, el mismo presenta
bajo poder discriminatorio a nivel de especies, incluso a nivel de género en
algunos grupos (Mignard & Flandrois, 2006) y por lo mismo no podemos
comparar los resultados obtenidos en este estudio con los de Danielsson et al.
(2017).

Si bien este estudio tuvo como objetivo el estudio de la comunidad bacteriana,
los primers utilizados (515F/806R) son capaces de amplificar, ademas, algunos
grupos de arqueas. A pesar de que la amplificacion simultanea de mas de un
dominio (como bacterias y arqueas) utilizando cebadores universales facilita el
analisis integrado de la microbiota, resulta menos preciso que el analisis
separado de cada grupo (Fischer et al., 2016). Los primers usados en este
estudio presentan una cobertura del 83,6% y 83,5% de bacterias y archaeas,
respectivamente, dejando sin amplificar 62406 especies bacterianas y 3306
especies de arqueas (Qin et al., 2024). Por lo tanto, si se desea realizar un
estudio exhaustivo de un dominio microbiano especifico, es aconsejable el uso
de cebadores disefiados especificamente para dicho dominio.
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Discusion general

Este trabajo se basoé en la hipétesis de que la sustitucidén parcial de una racion
totalmente mezclada (RTM) por pasturas de alta calidad, como lo es la alfalfa en
estadio vegetativo medio o botén temprano mantendria una alta degradabilidad
de nutrientes y produccion de 4cidos grasos volatiles sin aumentar las emisiones
de metano, y que, a su vez, este efecto seria mas evidente al utilizar la alfalfa en
el estadio mas temprano. Los animales alimentados con leguminosas pierden
una menor proporcion de energia en forma de metano en comparacion con
aguellos que consumen gramineas (Waghorn et al., 2002). Por ello, incrementar
la proporcién de leguminosas en la dieta de animales de pastoreo se presenta
como una alternativa practica para reducir las emisiones nacionales de metano
y mejorar el rendimiento del ganado (Dini et al., 2012).

La desaparicion de la MO fue menor al sustituir parte de la RTM por alfalfa si
bien no hubo diferencias en la produccion total de AGVs. En otras palabras, las
dietas que incluyeron pastura tuvieron una mayor eficiencia de conversion de la
materia organica degradada en acidos grasos volatiles. La degradacion de los
alimentos en el rumen sucede, a grandes rasgos, por la actividad combinada de
dos grupos microbianos: los fermentadores primarios y secundarios. Los
primeros hidrolizan proteinas, almidon y polimeros de las paredes celulares de
las plantas a aminoacidos y azlcares. Estos compuestos simples son luego
fermentados a AGVs, hidrégeno y diéxido de carbono por los fermentadores
primarios y secundarios. La mayoria de las bacterias ruminales utilizan
monomeros u oligdmeros liberados de las plantas por la hidrélisis de polimeros,
incluyendo almiddn, pectinas, celulosa, hemicelulosa y lipidos. Las bacterias que
hidrolizan los polimeros y que también fermentan sus productos de degradacion
se denominan “especialistas” como Ruminobacter amylophilus, que utiliza sélo
almiddn o sus productos de degradacion, y Fibrobacter succinogenes, que utiliza
principalmente celulosa y sus productos de degradacién. Por otro lado, se
denominan “generalistas” a las bacterias que pueden hidrolizar un amplio rango
de sustratos incluyendo almiddn, celulosa, xilanos y pectinas, como por ejemplo
cepas de Butyrivibrio fibrisolvens. Otras bacterias como Selenomonas
ruminantium tienen poca capacidad de hidrolizar polimeros, pero pueden utilizar
una amplia variedad de productos de hidrélisis producidas por la actividad de las
bacterias hidroliticas (Stewart et al., 1997; Morgavi et al., 2010). No hubo
diferencias en las abundancias relativas de los géneros mencionadas entre las
dietas, por lo que quizas la diferencia en la eficiencia con la que el proceso de
fermentacion convierte el sustrato degradado en AGV esté vinculada a una
degradacion parcial de los nutrientes en la primer fase de la fermentacion y a
una mejor actividad de los microorganismos fermentadores de mondémeros en
las dietas que incluyen pastura.
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La alfalfa ademas de ser fuente de fibra y proteina contiene numerosos
metabolitos secundarios, entre ellos saponinas (Goel & Makkar, 2012). Las
saponinas se distribuyen a lo largo de toda la planta; siendo su concentracion en
las hojas aproximadamente el doble que en el tallo. Ademas, conforme avanza
la maduracion de la planta, se observa una disminucién progresiva en su
contenido (Singh et al., 2010). Si bien las saponinas ejercen un efecto deseable
en el perfil de fermentacion al reducir la relacion acetato/propionato debido a la
inhibicién de algunas poblaciones bacterianas y protozoos (Rodrigues, 2016),
también se ha observado una disminucion en la digestibilidad de la materia seca
y de la fibra debido en gran medida a una menor actividad fibrolitica en el rumen
(Lu & Jorgensen, 1987). Lo expuesto anteriormente podria explicar, al menos
parcialmente, porque la degradabilidad de nutrientes no fue superior con la alfalfa
en estadio vegetativo medio que boton temprano como se esperaba.
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CONCLUSIONES

El presente estudio, focalizado en dos tipos de alimentacion ampliamente
utilizados en Uruguay como lo son las raciones totalmente mezcladas y las dietas
mixtas, aporta informacion relevante vinculada a la degradabilidad de nutrientes,
ambiente ruminal, produccion de metano y ecologia microbiana ruminal,
aspectos fundamentales para la lograr la optimizacién y sostenibilidad de la
produccion lechera. Este estudio demostr6 que la sustitucion parcial de una
racion totalmente mezclada (RTM) por alfalfa en estadio vegetativo medio o
boton temprano en un sistema de rumen artificial (RuSiTec) mantuvo una
eficiencia fermentativa similar en términos de produccion de acidos grasos
volatiles (AGVS), sin incrementar las emisiones de metano. Aunque la inclusion
de alfalfa redujo ligeramente la desaparicion de materia organica (MO), no afecto
significativamente la digestibilidad de la materia seca (MS), proteina bruta (PB)
o fibra detergente acido (FDA). Ademas, las dietas con alfalfa mostraron un pH
ruminal mas cercano a la neutralidad, posiblemente debido a su mayor
capacidad amortiguadora, especialmente en el estadio de botén temprano. Por
otra parte, la sustitucién parcial de una dieta RTM por alfalfa modificé tanto la
estructura como la diversidad de la comunidad microbiana ruminal.
Particularmente se observé una mayor abundancia de bacterias amiloliticas
(como Prevotella spp. y Succinivibrio spp.) en la RTM, mientras que las dietas
con alfalfa favorecieron géneros como Streptococcus spp. y Lactobacillus spp..
Finalmente, la abundancia relativa de arqueas no se vio afectada por la dieta.

En conclusion, mejorar la composicion de las dietas del ganado mediante la
inclusion de alfalfa en estado vegetativo medio o boton temprano representa una
estrategia viable para mantener una fermentacion ruminal eficiente sin aumentar
las emisiones de metano, si bien no redujo las emisiones en las condiciones
evaluadas. Esta medida preserva los productos de fermentacion, como acidos
grasos volatiles totales, fundamentales para sostener la produccion lactea, a la
vez que reduce la proporcion de granos utilizados en alimentacion animal lo que
disminuye el impacto ambiental local y optimiza el uso de insumos destinados al
consumo humano. Ademas, se alinea con las demandas del mercado por
productos mas "verdes" y respetuosos con el medio ambiente. Futuras
investigaciones podrian explorar el impacto de diferentes estadios fenolégicos
de la alfalfa y su interaccidbn con otros sustratos para optimizar tanto el
rendimiento productivo como la reduccion de impactos ambientales.
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