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Resumen.

Entre las estrategias nutricionales para disminuir la emision de metano, la adiciéon de grasas ha
mostrado ser efectiva y préctica, sin embargo, determinar el nivel 6ptimo de grasa en la dieta, para
aumentar el aporte energético y reducir las emisiones de metano (CHa). Se realiz6 un experimento
con cuatro vacas canuladas en el rumen (Bos taurus x Bos indicus, 657 = 92 kg de peso vivo, PV)
en un sistema de pastoreo rotacional (Urochloa sp.), asignadas a uno de cuatro niveles de inclusion
de aceite de canola (AC), 0.0, 0.40, 0.80 y 1.2 g/kg de peso vivo mermado (PVM, PV ajustado para
descontar el llenado gastrointestinal, P\V*0.96) en un disefio de Cuadrado Latino 4x4 para evaluar
las emisiones de CH4, consumo Y digestibilidad de la dieta. Las emisiones de CH4 se estimaron
utilizando una metodologia de un analizador de infrarrojos (método Sniffer). EI consumo de pasto
y la produccion fecal se estimaron utilizando éxido de cromo (Cr203) como marcador externo. La
adicion de AC aumento linealmente (P < 0.05) el consumo total de materia seca (CMS) y energia
bruta, con una tendencia de aumento lineal (P = 0.09) en el consumo de fibra detergente neutra
(FDN). La energia digestible (Mcal/kg) aumento linealmente (P < 0.05) con la adicion de AC, la
digestion de la MS, MO, FDN y PB no se observaron diferencias. La adicion méxima de AC (1.2
g/kg PVM) disminuyé (P < 0.05) la poblacion total de protozoos ruminales, la relacion
acetato:propionato y la produccion de CHas entérico (g/kg CMS) en un 9.1, 5.3 y 17.5 %,
respectivamente. Los grupos taxonémicos bacterianos a nivel de filo mas abundantes fueron
Firmicutes (54.6 %), Bacteroidetes (34.8 %) y Protobaterias (5.4 %). Los filos Euryarchaeota y
Firmicutes disminuyeron en los tratamientos con adicion de 0.4 y 0.8 g/kg PVM, en cambio, la
familia Succinivibrionacea y el género Succinivibrio incrementaron su abundancia, con relacion al
tratamiento sin AC, en los mismos tratamientos. Se demostré que, la inclusion de hasta 1.2 g/kg
PVM, equivalente a 5.8 % de la dieta total, para vacas pastando forrajes tropicales, no afecta
negativamente el consumo y la digestion de nutrientes, en tanto que, reduce la eficiencia de la

fermentacidn ruminal y la emision de CH4 entérico (< 17.5 %).

Palabras clave: metano, aceite de canola, bovinos, pastoreo, digestion.



Abstract.

Among the nutritional strategies to reduce methane emissions, the addition of fats has shown to be
effective and practical, however, determining the optimal level of fat in the diet to increase energy
intake and reduce methane (CHas) emissions. An experiment was conducted with four rumen-
cannulated cows (Bos taurus x Bos indicus, 657 + 92 kg body weight, BW) in a rotational grazing
system (Urochloa sp.), assigned to one of four inclusion levels of canola oil (CO), 0.0, 0.40, 0.80
and 1.2 g/kg shrunk body weight (SBW, BW adjusted for gastrointestinal filling, PV*0.96) in a
4x4 Latin Square design to evaluate CH4 emissions, intake and digestibility of the diet. Methane
emissions were estimated using an infrared analyser methodology (Sniffer method). Pasture intake
and faecal production were estimated using Cr.Oz as an external marker. The addition of CO
increased linearly (P < 0.05) total dry matter and gross energy intake, with a linear increase trend
(P =0.09) in neutral detergent fibre (NDF) intake. Digestible energy (Mcal/kg) increased linearly
(P < 0.05) with the addition of CO, the digestion of DM, OM, NDF and CP did not observe
differences. Maximum addition of CO (1.2 g/kg SBW) decreased (P < 0.05) the total population of
ruminal protozoa, the acetate:propionate ratio, and enteric CH4 production (g/kg DMI) by 9.1, 5.3,
and 17.5 %, respectively. Most abundant bacterial taxonomic groups at the phylum level were
Firmicutes (54.6 %), Bacteroidetes (34.8 %) and Protobaterias (5.4 %). The most abundant
taxonomic groups at phylum level were Firmicutes (54.6 %), Bacteroidetes (34.8) and
Protobaterias (5.4 %), Euryarchaeota and Firmicutes decreased in treatments with CO
supplementation 0.4 and 0.8 g/kg SBW. On the other hand, Succinivibrionacea family and
Succinivibrio genus increased their abundance, in relation to the treatment, in the same treatments.
This study showed that the inclusion of up to 1.2 g/kg SBW, equivalent to 5.8 % of the total diet,
for cows grazing tropical forages, does not negatively affect the intake and digestion of nutrients,

while it reduces the efficiency of rumen fermentation and the emission of enteric CHa (< 17.5 %).

Keywords: Methane, Canola oil, Cattle, Grazing, Digestion.
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1 INTRODUCCION

Las concentraciones de CO, han aumentado el 50%, desde la edad preindustrial, mientras
que las emisiones de CH4 han aumentado en aproximadamente 150%, debido al uso creciente de
combustibles fosiles, pero también debido al aumento de rumiantes, vertederos y campos de arroz
que corresponde al aumento de la poblacion humana (Ghosh et al., 2015). Por lo que, el aumento
en las concentraciones absolutas desde mediados del siglo XX y el forzamiento radiativo (el
forzamiento radiativo es la medida de la influencia que tiene un factor para modificar el equilibrio
de la energia entrante y saliente en el sistema atmosférico de la Tierra y representa un indice de la
importancia del factor como mecanismo potencial del cambio climético, IPCC, 2013) asociado con
este gas justifican el papel prominente que el CH4 ha tenido en las discusiones sobre el

calentamiento global (Ruppel y Kessler, 2017).

En México, segun datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (2021),
las cifras preliminares para la poblacion de bovinos productores de carne y leche es de 35 998 885
cabezas, siendo el estado de Veracruz el que alberga mayor nimero de animales (4 549 067)
seguido por Jalisco (3 430 721), Chiapas (2 627 827) y Chihuahua (2 541 241), lo que indica que
tan solo el estado de Veracruz y Chiapas albergan casi el 20 % de cabezas de ganado en sistemas
de pastoreo tropical. Por lo que un impacto en la reduccién de emisiones de CHas en sistemas de
produccion en pastoreo bajo condiciones tropicales podria ser potencialmente significativo.

Estos sistemas de pastoreo en trépico por lo regula utilizan especies de forrajes con una
baja calidad nutricional, por lo que, se requiere alguna estrategia nutricional que disminuya las
emisiones de CH4 y aumente la densidad de nutrientes a la dieta. La complementacién con
alimentos concentrados y adicion de aceites vegetales, podria ser una buena opcion, aunque existe
poca informacion al respecto. Por lo anterior el objetivo del presente estudio es encontrar el nivel
optimo de adicion de AC en vacas F1 (Bos Taurus x Bos indicus) mantenidas en pastoreo y

recibiendo una cantidad fija de concentrado.



2 REVISION DE LITERATURA
2.1 Emisiones de Gases Efecto Invernadero

Uno de los principales objetivos en los diversos sistemas de produccion de rumiantes a nivel
mundial es mejorar la eficiencia productiva, asi como reducir la produccion de Gases de Efecto
Invernadero (GEI), que para la produccién ganadera son el dioxido de carbono (CO2), metano
(CHay), 6xido nitroso (N20) (Moss et al., 2000; Steinfeld et al., 2006).

A medida que aumentan las pruebas para evaluar el calentamiento atmosférico por periodos
sostenidos durante la Gltima mitad del siglo XX y el comienzo del siglo XXI, se ha generado una
mayor conciencia del impacto del CH4 para el calentamiento global por su efecto invernadero
(Ruppel y Kessler, 2017).

La concentracion absoluta de CO> en la atmosfera fue de aproximadamente 400 ppm,
mientras que las emisiones de CHs fue de superior a 1.8 ppm, las concentraciones de N2O
estuvieron ligeramente arriba de 320 ppm para 2011 (IPCC, 2013; Carpenter et al., 2014) sin
embargo, el forzamiento radiativo del CH4 y del N2O tienen un mayor impacto sobre el

calentamiento global (Solomon et al., 2007).

El CO2 (GEI més abundante) es el principal contribuyente antropogénico al forzamiento
radiativo (Cristofanelli et al., 2018). Ademas, es la base para medir el potencial de calentamiento
global (PCG, cantidad de energia que absorberan las emisiones de una tonelada de un gas en un
periodo de tiempo determinado, en relacién con las emisiones de una tonelada de CO2; IPCC,
2013). El PCG en horizonte de 100 afios (PCG®) del CH4 es de 28 (34 con retroalimentacion
carbono-clima) con una vida media ligeramente por superior a 12 afios, mientras que el PCG*® del
N20 es de 265 con una vida media de 114 afios (Solomon et al. 2007; IPCC, 2013; Collins et al.,
2013).

El CH4 liberado en la troposfera, reacciona (oxidacion) con el radical hidroxilo (OH-), lo
que conduce a la formacion de formaldehido (CH20: 90%), mondxido de carbono (CO) y (con los
oxidos de nitrégeno (NOx) suficientes) ozono (Os, Lelieveld et al., 2008). Ya en la estratosfera, la
oxidacion de CH4 promueve la formacion de vapor de agua y, por lo tanto, un mayor forzamiento

radiativo, se ha estimado que el 25% del aumento en el vapor de agua estratosférico observado



entre 1980 y 2010 se debié a una mayor concentracion de CHs (Hurst et al., 2011). Por lo que

esfuerzos internacionales han sido necesarios, a continuacion, se describen algunos de ellos.

El Protocolo de Kyoto (1998-2012) es un acuerdo internacional vinculado a Convencion
marco de las Naciones Unidas sobre el cambio climético, que compromete a sus partes al establecer
objetivos de reduccion de emisiones vinculantes para seis GEI (CO2, CHs, N0,
hidrofluorocarbonos, perfluorocarbonos y el hexafluoruro de azufre), cada gas ponderado por su
PCG% y agregado para dar emisiones totales de GEI en equivalentes de CO, durante el primer
periodo de compromiso, 37 paises industrializados y la Comunidad Europea se comprometieron a
reducir las emisiones de GEI a una media del 5% con respecto a los niveles de 1990 (Breidenich
et al., 1998; Diniz, 2007; Peters y Hertwich, 2008).

En Doha (Qatar), en diciembre de 2012, se adoptd una enmienda que acord6é asumir
compromisos de disminucion de GEI en un segundo periodo del 1 de enero de 2013 al 31 de
diciembre de 2020. Durante el segundo periodo de compromiso, las Partes acordaron reducir las
emisiones de GEI al menos un 18% por debajo de los niveles de 1990 en un periodo de 8 afios
desde 2013 hasta 2020 (Streimikiené, 2013).

Posteriormente, en noviembre de 2016, cuando entré en vigor el Acuerdo de Paris, se
difundié a todas las naciones a una causa comun para emprender esfuerzos ambiciosos para
combatir el cambio climatico y adaptarse a sus efectos, con un mayor apoyo para ayudar a los
paises en desarrollo a hacerlo. El objetivo fue fortalecer la respuesta global a la amenaza del cambio
climatico manteniendo un aumento de la temperatura global, en este siglo muy por debajo de 2° C
por encima de los niveles preindustriales y continuar los esfuerzos para limitar el aumento de la

temperatura por méas de 1.5° C.

En la 262 Conferencia de las Partes sobre el Cambio Climatico (COP26) de las Naciones
Unidas (ONU) celebrada en Glasgow del 1 al 12 de noviembre de 2021, los resultados finales se
resumieron en el Pacto Climatico de Glasgow (UNFCCC, 2021), donde se acordd limitar el
calentamiento global a 1.5° C, lo cual requiere reducciones rapidas, profundas y sostenidas en las
emisiones globales de gases de efecto invernadero, incluido el CO> global en un 45% para 2030 en
relacién con el nivel de 2010 y hasta cero neto alrededor de mediados de siglo, asi como como
reducciones profundas en otros gases de efecto invernadero (Lennan y Morgera, 2022).

Particularmente, México se encuentra dentro de los paises que apoyan la iniciativa para frenar las
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emisiones de CHa con la firma de la Declaracion para la Reduccion del CH4, que busca reducir las
emisiones contaminantes de dicho gas hasta en un 30% para 2030, de acuerdo con las emisiones
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Figura 1. Inventario Nacional de Emisiones de Gases y Compuestos de Efecto Invernadero (INECC, 2018).

de 2020 (SRE, 2021).

De manera general, alrededor del 44% de las emisiones del sector pecuario son en forma
de CHa, el porcentaje restante, se reparte casi por igual entre N2O (29%) y CO2 (27%), de estas
emisiones, los rumiantes aportan el 80.87% del total de GEI, teniendo el CHa entérico la mayor
aportacion en los sistemas con un 39.1% de las emisiones (Gerber et al., 2013). En México, el
Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climéatico (INECC) present6 el Inventario Nacional de
Emisiones de Gases y Compuestos de Efecto Invernadero, el cual contiene la estimacion de las
emisiones antropogeénicas de gases y compuestos de efecto invernadero y de la absorcién por los
sumideros en México para el afio 2015 (Figura 1). Segun esta informacion, en México el sector
agropecuario genera el 10.1% del total de las emisiones, donde la fermentacion entérica representa
el 7.8%. (INECC, 2018).

La emision de CH4 no solo representa un problema para el ambiente al ser un GEI, también
representa una pérdida significativa de consumo de energia (Audsley y Wilkinson, 2014;
Beauchemin, 2015; Hristov et al., 2015; Herrero et al., 2016). Por lo tanto, el desafio es desarrollar



dietas y estrategias para reducir la emision de CH4 optimizando el uso de energia en las dietas de
los rumiantes, mejorando asi el rendimiento productivo y reduciendo su impacto ambiental (es
decir, el calentamiento global; McGeough et al., 2010, Wu et al., 2016). Existen varios factores
que influyen sobre la emision de CH4 por rumiantes como la cantidad de alimento consumido,
digestibilidad de la dieta, procesamiento de los alimentos, adicion de lipidos a la dieta y
alteraciones de la microbiota ruminal (Chavez et al., 2006). Por lo que es importante comprender

los mecanismos de generacion de metano en el rumen.
2.2  Metanogénesis ruminal

Los rumiantes han desarrollado una asociacion simbid6tica con su microbioma a nivel
ruminal que puede sintetizar un rango de enzimas digestivas que actlan sobre la celulosa y
hemicelulosa (Knapp, 2014). Esta asociacidn permite que el animal obtenga nutrientes a través del
consumo de forraje. En los rumiantes, la digestion es un proceso de dos etapas: a) degradacién
enzimética de las fuentes de alimentaciéon en el rumen con la liberacion de una variedad de
mondmeros (azlcares, aminodcidos, glicerol y &cidos grasos, AG), y b) la fermentacion de esos
compuestos por la microbiota del rumen (bacterias, arqueas metanogénicas, protozoos y hongos;
McAllister y Newbold, 2008; Hristov et al., 2013a; Krause et al., 2013; Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la fermentacion microbiana y las vias de reduccion del H; en el rumen (modificado de
Morgavi et al., 2010).

Los productos primarios de la fermentacion entérica son los &cidos grasos volatiles (AGV;
acetato, propionato, y butirato), acidos de fermentacion (lactato), alcoholes (por ejemplo, etanol),

succinato y otros AGV de cadena ramificada, ademas de CO>, hidrogeno (H2) y amoniaco (NHa),
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donde la produccion de CHa es la ruta principal para la eliminacion de H. de la fermentacion
(Janssen, 2010). La fermentacion pre-gastrica de alimentos ricos en celulosa del complejo reticulo-
rumen-omasal esta intrinseca y estrechamente regulada, por la temperatura (38-42° C), el pH (6-7)
y el potencial redox (Eh, -300 a -350 mV) que indica las condiciones anaerobias que se deben
mantener el rumen para un optimo funcionamiento (Hoover y Miller, 1991). Actualmente existen
sensores remotos que pueden registrar estos parametros en tiempo real (Qin et al, 2017). Estas
condiciones mantienen la funcionalidad del sistema microbiano ruminal, pero se deben eliminar
los AGV y el H, para mantener el equilibrio osmotico y el CO; para liberar la presion ejercida en
el rumen. Los AGV se absorben a través de las paredes del rumen y el omaso y son utilizados por
el animal, mientras que el CO> se libera al espacio superior del rumen 'y se pierde a través del eructo
0 se transporta a través de la circulacion hacia los pulmones y se respira (Hoover y Miller, 1991;
Relling y Mattioli, 2003). La eliminacion del H2 metabolico se produce a traves de la produccion
de AGV, la bio-hidrogenacion de los &cidos grasos insaturados y predominantemente a la
conversion a CHa. Este Gltimo proceso es facilitado por las arqueas metanogénicas, de las cuales,
se han identificado tres géneros principales (Methanobrevibacter, Methanomicrobium, y
Methanosphaera) y tres géneros secundarios (Methanosarcina, Methanobacterium, y el grupo C
del rumen) esta clasificacion se basa tanto en el tamafio de la poblacion, asi como en su
funcionalidad (Janssen y Kirs, 2008; Poulsen et al., 2013; Kong et al., 2013). Las arqueas utilizan
el hidrégeno metabdlico para facilitar la reduccién y re-oxidacion de NADH, NADPH y FADH a
NAD-, NADP. y FAD-, respectivamente, produciendo ATP (McNeely et al., 2010; Thauer et al.,
2010).

La comunidad metanogénica tiene un grado de maleabilidad en su respuesta al H>
metabolico a través diferentes vias metabdlicas potenciales y reacciones de bio-hidrogenacion
adicionales (Poulsen et al., 2013). La via principal generalmente se clasifica como hidrogeno-
trofica, pero hay otras rutas adicionales que tienen un papel en la eliminacion del hidrégeno y son
estos procesos alternativos (metilo-trofico y aceto-clastico) los que altera la estequiometria general
de la produccion de CHa y la utilizacion de hidrégeno por el microbioma del rumen (DasSarma et
al., 2009). La relacion entre el rendimiento de CHs (CHs/kg CMS) y el consumo de materia

organica (CMO) digerible por parte del animal no es lineal y no es predecible (Alford et al., 2006;).



Hasta este punto, no es posible vincular la produccién de CH4 y la estructura y funcionalidad
del microbioma ruminal. Las principales vias metabolicas (Janssen y Kirs, 2008; Knapp et al.,

2014) son las siguientes:

e Hidrogeno-tréfica: CO; + 4H, — CH4 + 2H,0
e Metilo-tréfica: CHsOH + H, — CHy + H20
e Aceto-clastica: CH;COOH — CO; + CH4 (menor en el rumen)

Ademas, hay algunos grupos de arqueas de fisiologia desconocida que habitan en el rumen,
dentro de las cuales se incluyen un gran grupo llamado “Rumen Cluster C”, que puede formar una
gran parte de la comunidad (Janssen y Kirs, 2008), y utilizan una gama de compuestos donantes de
metilo y COg, lo que sugiere que hay otras vias aun por identificar que producen CHa4 (Poulsen et
al., 2013).

Del total de CH4 producido por un animal, la mayor parte se genera en el rumen (82-90 %),
este se acumula en el espacio superior del rumen y se libera directamente al medio por el eructo, y
el restante (10-18 %) se elimina a través de la respiracion y por medio de las flatulencias el CH4
generado en el tracto inferior como resultado de la fermentacion del intestino después de la
digestion (Eckard et al., 2010; Huhtanen et al., 2015). Si el CH4 emitido por el animal se estima
como energia digerible, este puede representar una pérdida energética del 2-12 % (Morgavi et al.,
2010; Moumen et al., 2016), que puede ser potencialmente utilizable por el animal. Una forma de
reducir estas pérdidas es a través de la manipulacién de la dieta en busca de promover la eficiencia

de fermentacion ruminal para mejorar la utilizacion de los alimentos (Makkar y Vercoe, 2007).
2.3 Biotecnologia aplicada al estudio del microbioma ruminal

Los avances en técnicas de biologia molecular permiten una cuantificacion directa de
diferentes especies en el liquido ruminal mediante el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo real donde la aplicacion de estas técnicas representa una mejora en la
investigacion (Onime et al., 2013). La técnica de PCR tiene la habilidad de estimar un objetivo
dirigido de bacterias con alta sensibilidad y ha sido usada para analizar varias muestras

ambientales, tales como agua, sélidos y contenido ruminal (Koike y Kobayashi, 2001).

Debido a la aplicacion de estas técnicas, se ha demostrado que los efectos de las arqueas
son dependientes principalmente de los sustratos en la dieta y de las caracteristicas quimicas y
fisicas de la misma, asi como de las interacciones con otras poblaciones (Cambra-Lépez et al.,
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2008; Mohammed et al., 2011; Vardn, 2015). Asi mismo, mediante la utilizacion de técnicas para
la amplificacion de secuencias de ADN se ha revelado que los metandgenos predominantes en la
colonizacion del rumen pertenecen al orden Metanobacterial, mientras que los &rdenes
Metanosarcinal, Metanomicrobial y Metanococcal estan presentes en niveles mas bajos (Ramirez
etal., 2014).

Algunos estudios sefialan que la proporcion de forraje en la dieta puede influir en el tamafio
de la poblacion o la proporcion de bacterias celuloliticas en el rumen (Machmdller et al., 2003;
Beauchemin y McGinn, 2005; McGeough et al., 2019). Sin embargo, un estudio realizado con
diferentes proporciones de forraje en la racion realizado por Koike y Kobayashi (2001) muestran
que el namero de especies celuloliticas varia dentro y entre animal en diversas condiciones.
Mientras que Zhou et al. (2010) especulan que los cambios en la diversidad metanogénica fueron
relacionados a la dieta y a las caracteristicas del huésped, por lo que el conocimiento de los factores
que influyen en la diversidad de las arqueas metanogénicas y el total de las poblaciones
metanogénicas podrian proporcionar alternativas para reducir con éxito las emisiones de CHs
(Mohammed et al., 2011).

La capacidad de estimar los cambios en las emisiones de CH4 es fundamental. Por lo que
las técnicas que se utilizan son importantes para conocer cual se puede ajustar mejor a las
condiciones experimentales de cada investigacion y objetivos. A continuacion, se describen

brevemente algunas de estas técnicas.
2.4  Técnicas utilizadas para medir metano en los animales
2.4.1 Camaras respiratorias

Las camaras de respiracion son el “estandar de oro” para la medicion de emisiones de CHa
y normalmente se emplea para validar otros sistemas de medicién (Blaxter y Clapperton, 1965;
Knapp et al., 2014). En este sistema se pueden realizar mediciones continuas de un individuo por
hora y hasta varios dias, se ha determinado que 3 dias efectivos producen informacion valida (Lines
et al., 2010; Xue et al., 2011; Storm et al., 2012). Este sistema provee un alto nivel de exactitud y
hace posible controlar y medir una gran cantidad de parametros relacionados a la emision de varios
gases (Tremblay y Massé, 2008). Sin embargo, ademas del alto costo de instalacion, la mayor
desventaja de este método es el confinamiento al que el animal es sometido, este ambiente

restringido afecta la expresion del comportamiento “normal” e incrementa el estrés en el animal,
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lo que resulta en una reduccién del CMS lo que promueve variaciones en los resultados
(Garnsworthy et al., 2012).

2.4.2 Trazador, hexafluoruro de azufre (SFs)

La técnica del trazador de SFs fue descrita por Johnson et al. (1994) en 1993-1994. Se basa
en el hecho de que las emisiones de CHa se pueden medir si se conoce la taza de emision de un gas
trazador, el cual debe reunir ciertas caracteristicas como el ser estable, no toxico, inerte
fisiolégicamente para los animales, mezclarse igual que el CHs en el rumen, ademas de ser
detectado en cantidades minimas, caracteristicas que se encontraron en el SFs (Lester y Greenberg,
1950; Zimmerman, 1993; Johnson et al., 1992; Storm, 2012; Brouc¢ek, 2014; Okpara, 2018).
Ademas, es de origen sintético y no se produce como parte de ningin proceso bioldgico (Hill et al.
2016). De manera general, las concentraciones de fondo en la naturaleza del SF6 son muy bajas,
segun Righy et al. (2010) estas pueden llegar a 6 pmol/dia, y como trazador varia entre 0.01y 0.03
mmol/dia (Lassey et al., 2011).

Con esta técnica se pueden realizar mediciones directas e individuales de las emisiones de
CHa de los animales (Goopy et al., 2016). Los tubos de permeacion se llenan con SFe (el tamafio
varia segun la especie: bovinos o pequefios rumiantes), son colocados en bafio Maria a 39° C y se
pesan constantemente por un periodo de tiempo determinado para conocer la taza de liberacion,
seleccionado aquellos tubos con la taza de liberacion estable y dentro del rango para introducir
directamente en el rumen de los animales seleccionados para el estudio (Storm et al., 2012). En los
animales se coloca un colector presurizado y con restriccion de flujo que colecta el SFe y el CHa4
lenta y constantemente cerca de las fosas nasales (Zimmerman, 2013; Broucek, 2014; Okpara,
2018). La recomendacion es tomar muestras durante 24 h, en periodos de alrededor de cinco dias
consecutivos, sin olvidar recolectar muestras de aire de fondo de forma simultanea (Hammond et
al., 2016). La concentracion de SFe y CHa en el colector, y las colocadas en la cercania para captar
las concentraciones de fondo, se determina mediante cromatografia de gases (Broucek, 2014). La
siguiente ecuacion se utiliza para determinar la emision de CH4 utilizando la técnica de SFs (Patra,
2016).

CH4 (g /dia) = SFe (g /dia) x ([CHa]c — [CH4] f) / ([SFs]c — [SFe] f)

Donde [CHs]c y [SFe]c son las concentraciones de CHs y SFes en el colector,

respectivamente; mientras que [CH4] Ty [SFe] f son las concentraciones de CHs y SFs en el
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ambiente de fondo, respectivamente (Patra, 2016). Al conocer la taza de liberacion de SFe de la
capsula ruminal y la taza de coleccién del aire espirado, es posible estimar el volumen de emision
de CHa por minuto, hora o dia (Johnson et al., 1994). Los datos técnicos especificos de la técnica

se encuentran descritos por Jonker y Waghorn (2020).

Sin lugar a duda, la técnica del trazador de SFe es una de las indicadas cuando el objetivo
es evaluar las emisiones de CH4 en animales en condiciones de pastoreo (Johnson et al., 1994;
Bonilla'y Lemus, 2012). Sin embargo, el SFs es un gas de efecto invernadero con un PCG%® de 22

800 (Pifares-Patifio et al., 2012) por lo que su utilizacion debe conducirse con responsabilidad.
2.4.3 Sistema Greenfeed

GreenFeed® (GF) es un sistema de monitoreo individual independiente de corta duracion
que es comercializado por C-lock Inc. (Rapid City, Dakota del Sur, E.U.). Este método se basa en
obtener varias muestras de las emisiones de CHa individuales a lo largo del dia para estimar la
emision diaria promedio de CH4 de un animal a lo largo de dias, semanas o meses (Hammond, et
al., 2016). Para obtener datos precisos el animal debe tener la cabeza dentro del medidor por al
menos 3 min durante cada visita, por lo que se utiliza un alimento atrayente que por lo general es
alimento concentrado (Okpara, 2018; Goopy et al., 2016), con lo que ademas de atraer al animal,
lo mantiene en posicion para que se realice el muestreo del aire espirado de manera continua
(Zimmerman et al., 2013). La emision diaria de CHa4 (L/min) se calcula usando la tasa de flujo de

aire volumétrico (F aire (i)) ajustada por visita y corregida por la tasa de captura.
CHa (L/min) = Cp(i) x ([CHa]c(i) — [CHa4] b(i)) x F aire(i) / 106

Donde Cp(i) es la tasa fraccionaria de captura de aire en el tiempo i; [CHa]c(i) y [CHa]b(i)
son las concentraciones de gas capturado (ppm) y gas de fondo de CH4 (ppm), respectivamente,
en el momento i; y F aire (i) es la tasa de flujo de aire volumétrico (L/min) medida sobre la base
de gas seco en el momento i; (Huhtanen et al., 2015; Patra, 2016). Las mediciones con duracion
suficiente (al menos 3 min) y al menos 30 observaciones fueron suficientes para obtener datos
confiables de emision de CHg, sin importar las veces al dia que se obtuvieron las mediciones
(Arthur et al., 2017; Hristov et al., 2018).

Una posible desventaja de la técnica podria ser que el consumo del alimento atrayente que

puede interferir con las comparaciones de tratamientos dietéticos ya que puede variar por individuo,
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también se debe tomar en cuenta que los animales necesitan un periodo de adaptacién previo y se
tiene que descartar a los que no son aptos, ademéas de considerar que los equipos necesitan
calibracion y las pruebas de recuperacion de gas, con un estandar, deben realizarse de forma
rutinaria (Hristov et al., 2015; Tedeschi et al. 2022).

2.4.4 Sensores infrarrojos

Este método fue desarrollado en un sistema de produccion lechera “intensiva” totalmente
automatizado (sniffer method; Garnsworthy et al., 2012). En estos sistemas, las vacas son
ordefadas al entrar a los robots ordefiadores por voluntad propia y cada vaca recibe una cantidad
de concentrado proporcional a la produccién diaria de leche. Cuando las vacas estan comiendo el
suplemento proporcionado, liberan CH4 con cada eructo, el cual se mezcla con el aire del comedero.
Los sensores succionan una fraccion de este aire y miden la cantidad de CH4 a través de un sensor
infrarrojo y se expresa en mA (1% CHa; Guardian Plus, Edinburgh Instruments Ltd., Livingston,
Reino Unido). La toma de muestra es continua y todas lecturas de CH4son guardadas por segundo.
Con los datos obtenidos (CH4, mA) se generan graficas en las que cada eructo se registra como un
pico de CH4 espirado, y usando la frecuencia, la amplitud y el area bajo la curva de cada pico se
estima la produccion de CH4 durante la ordefia (Garnsworthy et al., 2012). Esta informacion
representa una tasa de emision, o sea la cantidad de CH4 emitido durante un periodo de tiempo
(ordefia) por lo que no refleja la produccién diaria de CH4 a menos que se apliquen los ajustes
necesarios para considerar los eventos que ocurren durante todo el dia (comportamiento de
alimentacion, descanso y rumia de los animales; Hegarty, 2013). Estos ajustes fueron obtenidos en
los experimentos de desarrollo del sistema al momento de ser comparado y validado con las
emisiones diarias (24 horas continuas) obtenidas a traves de cdmaras de respiracion (Garnsworthy
et al., 2012). A pesar de esto, este sistema ha demostrado su utilidad para la comparacién intra y
entre animales ya que permite evaluar las variaciones de emisiones individuales y determinar la
variacion que existe entre individuos (cercana al 30%; Garnsworthy et al., 2012), lo que abre las
posibilidades para la seleccion de animales con baja emisién de CHa. Aunado a esto, este sistema
tiene la ventaja de ser altamente adaptable, de bajo costo y consistente, lo que le da un potencial de
medicién de la emisién de CH4 en ganado, no s6lo en sistemas lecheros intensivos, sino también
en sistemas de doble propdsito e incluso corrales de engorda, lo que lo hace factible para ser

adaptados a las condiciones del tropico mexicano (Hernandez, 2017).
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2.5  Estrategias de mitigacion de metano

Existen diversas clasificaciones para agrupar las estrategias de mitigacion de CH4 entérico,
como se muestra en la Figura 3, de manera general, podemos dividir las estrategias en las que
involucran una seleccion genética de los animales, aquellas que manipulan las condiciones del
rumen y en las que se involucra la manipulacion de la dieta, asi como la vacuna contra los
metandgenos del rumen. De cada una de estas estrategias se encuentran diversas opciones, las

cuales se abordaran a continuacion.

C ient
—| Seleccion genética }—E: uzar’rTlen 2 = |
Consumo de alimento residual |
—| Monensina |
|
|

—| Acceptores de electrones
—| Aceites esenciales

—| Manipulacion ruminal |—
—| Compuestos secundarios de plantas |

- —| 3-nitrooxypropanol |

—|Comp|ementaci(')n con macroalgas rojas|

—| Vacuna contra metangenos |

— Diversidad en la dieta |
—| Calidad del forraje |
—| Manipulacion de la dieta |——| Incremento de la proteina en la dieta |

| Estrategias de mitigacion de CH, entérico |

—| Incremento del nivel del concentrado |

|  Adicién de lipidos en la dieta |
Figura 3. Estrategias de mitigacion de CH4 entérico y sus derivados, adaptado de de Souza et al. (2021).

2.5.1 Seleccion genética.

La seleccion genética de animales es una estrategia eficaz para mitigar las emisiones de
CHys entérico y, al mismo tiempo, mantener o aumentar el rendimiento de los animales (Kumar et
al., 2014). Sin embargo, estos resultados se pueden confundir dependiendo los objetivos del
estudio, ya que puede incrementar las emisiones de CHa entérico por animal (produccion de CHs
g/d) asi como por el CMS (rendimiento de CHs g/kg CMS), pero disminuye el impacto de
emisiones por produccion de leche (intensidad de CHa, g/kg de leche), es decir, se necesitaran
menos animales para producir los mismos kilogramos de leche (de Souza et al.,, 2021). La
correlacion genética entre la produccion de CHa y la produccion de leche va de 0.49 a 0.54, esto

indica que si la seleccion genética se enfoca a disminuir la produccion de CH4 es probable que
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también baje la produccién de leche (Breider et al., 2019). Al aumentar la productividad animal
mediante la mejora del potencial genético de los animales a través de cruces planificados puede ser
una estrategia eficaz para disminuir la intensidad de CH4 (Capper y Bauman, 2013; Hristov et al.,
2013b). de Souza et al. (2021) por medio de un metaanalisis, encontraron que la cruza de animales
(Holstein x Gyr) a pesar de incrementar la ganancia diaria de peso (GDP) en vacas F1 no disminuy6
la intensidad de emisiones (CHa, g/kg de GDP), lo que indica que el mejoramiento genético para
esas razas ha tenido como objetivo aumentar la produccion de leche sobre la produccién de carne
(de Souza et al., 2021). Capper y Bauman (2013) destacaron la importancia de considerar el
aumento de la productividad animal en la discusion sobre la reduccion de las emisiones de consumo
de energia bruta (CEB). Dado que se espera que la disponibilidad de tierras de cultivo por persona
disminuya en un 25% para 2050, existe una necesidad de que las estrategias efectivas de mitigacion
de GEI estén vinculadas con mejores rendimientos para satisfacer la creciente demanda mundial
de alimentos (Alexandratos y Bruinsma, 2012). Sin embargo, Beauchemin et al. (2020) mencionan
como una limitacion el hecho de que los indices econémicos desarrollados para la seleccidn

comercial de animales se basan en multiples rasgos ponderados por su valor econémico.
Consumo de alimento residual

El consumo de residual alimento (RFI, por sus siglas en inglés, Residual Feed Intake) es
una medida de la diferencia entre el consumo de alimento real y el calculado en funcion de los
requisitos de mantenimiento y produccién (GDP en bovinos productores de carne o produccion de
leche en vacas lecheras) cuando se ajusta por perdidas de energia y el peso de los animales, de tal
manera que los animales mas eficientes comen menos de lo calculado (RFI bajo) y los animales
menos eficientes comen mas de lo calculado (RFI alto; Archer et al., 1999; Nkrumah et al., 2006).
El RFI es un rasgo moderadamente heredable, y hay evidencia de que la variaciéon en RFI se explica
por los requerimientos de energia de mantenimiento (Herd y Bishop, 2000; Herd y Arthur, 2009).
En una extensa revision realizada por Basarab et al. (2013) concluyen que los animales con un RFI
bajo, tendran una menor produccion de CH4 (g CHa/dia) en comparacion con animales con un RFI
alto, debido a un menor consumo de alimento con un nivel igual de produccion y peso corporal,
aunque el supuesto incremento en la eficiencia alimenticia de los animales con un RFI bajo queda
en entredicho, al menos como estrategia para disminuir las emisiones de CHa, por las inconsistencia
en el rendimiento de CH4 (CHa, g/kg CMS). También se ha asociado un menor tiempo de retencion

en el rumen de la digesta en animales con RFI bajo con una disminucién en la digestibilidad del
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alimento (Legvendahl et al., 2018). Un opcidn para la seleccion de animales con base a su RFI es la
produccion de CHjy residual, la cual se calcula como el residuo de la regresion de la produccion de
CHjs contra variables de importancia economica como lo son CMS, GDP y produccion de leche
(Beauchemin et al., 2022). Con este enfoque, Manzanilla-Pech et al. (2021) reportaron
correlaciones positivas entre el CHa residual y el RFI en un total de 15 320 registros de produccion
de CH4 de 2 990 vacas pertenecientes a 4 paises (Canada, Australia, Suiza y Dinamarca) que no
habian sido seleccionadas por ninguna caracteristica, lo que implica que aquellos animales que

produjeron menos CHg convirtieron el alimento en leche de manera més eficiente.
2.5.2 Manipulacion ruminal

Algunas de las estrategias més utilizadas para disminuir las emisiones de CH4 a través de

métodos que manipulan alguna o algunas condiciones ruminales se describen a continuacion.
Monensina

La monensina, tiene el potencial de disminuir el rendimiento de CHa y la pérdida de energia
de CHs como proporcién del CEB o Ym, en el ganado en crecimiento (Moss et al., 2000;
Beauchemin et al., 2022). Es reconocida por aumentar la eficiencia alimenticia al inhibir las
bacterias grampositivas sobre las gramnegativas, lo que conduce a una mayor produccion de
propionato en el rumen (Russel, 1987; McGuffey et al., 2001). Este aumento en la proporcién
propionato:acetato, aunado a la disminucion del namero de protozoos ruminales, que generan
hidrogeno adicional en el rumen junto a la actividad bacteriana podrian ser beneficiosos para
disminuir la emision de CHa entérico (Beauchemin et al., 2008; Cottle et al., 2011). Sin embargo,
la literatura es inconsistente, en particular, con respecto al efecto de la monensina en la emision de
CHas en sistemas de pastoreo (Grainger et al., 2008; Waghorn et al., 2008). Segun Hristov et al.
(2013a) esta inconsistencia se debe principalmente a que el efecto de mitigacion potencial depende
de la dosis, el consumo de alimento y la composicion de la dieta. En un metanalisis realizado por
Appuhamy et al. (2013) indica un efecto de mitigacion moderado (19 g/d en novillos y 6 g/d en
lecheras) de la monensina en el rendimiento de CH4 (CHas, g/kg CMS). Con frecuencia, se discute
en la literatura que el efecto de mitigacion de la monensina puede ser temporal y que la presion
publica para reducir el uso de antibidticos en los sistemas ganaderos puede limitar su uso en el

futuro (Beauchemin et al., 2008).
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Aceptores de electrones

Los aceptores de electrones son compuestos que extraen electrones que potencialmente se
dirigen a la formacion de CHa y se utilicen en vias alternativas, estos pueden ser de origen organico,
como pueden ser el fumarato y el malato, e inorganicos como el nitrato (Moss et al., 2000;
Beauchemin et al., 2022). Diversos estudios han informado que la utilizacion de nitratos como
aditivo es eficaz para disminuir las emisiones de CH4 de los rumiantes, incluido su efecto
persistente para el ganado lechero y de carne (Van Zijderveld et al., 2011; Lee et al., 2017; Feng
et al., 2020), por otra parte, los efectos del fumarato y malato sobre la productividad animal han
sido inconsistentes. EI malato estimula Selenomonas ruminantium y puede ayudar a prevenir la
acidosis derivada de la produccion de lactato al promover el metabolismo de este (Carro y
Ungerfeld, 2015).

Actualmente, la implementacion del nitrato como estrategia para disminuir las emisiones
de CH4 entérico podria ser factible dependiendo del precio del mercado de bonos de carbono en
los paises que asi lo manejen, la mitigacion de las emisiones de amoniaco y N2O del estiércol ya
que si se complementa una dieta con suficiente N con nitrato, el N adicional se eliminara en el
medio ambiente y aumentara las emisiones de N2O a la atmdsfera y contaminara las aguas
subterraneas con nitrato, también dependera de la disponibilidad de procedimientos seguros de
suministro de alimentos para identificar y controlar posibles intoxicaciones (Beauchemin et al.,
2022). La alimentacién de rumiantes con fumarato y malato esta limitada en gran medida por el
costo de estos insumos en la alimentacion, debido a los niveles relativamente altos de inclusion
necesarios (16.7 g/kg MS; Feng et al., 2020) y los efectos relativamente pequefios (10 a 23%) sobre
la produccion de CH4 (CHa, g/kg MS; Carro y Ungerfeld, 2015; Beauchemin et al., 2022).

Aceites esenciales

Los AE son una mezcla de metabolitos secundarios lipofilicos que se obtienen a partir de
fracciones volatiles de plantas extraidos por algin proceso de destilacion (Benchaar y Greathead,
2011). La inhibicion del metano mediada por los aceites esenciales (AE) podria implicar
principalmente la supresion de metandgenos y microorganismos productores de hidrogeno, aunque
la inclusion de AE o sus constituyentes en las dietas puede no mostrar cambios o una disminucion
en dosis altas en las concentraciones de AGV como resultado de una digestién reducida de

nutrientes, aunque en algunos estudios in vitro e in vivo a largo plazo, las disminuciones beneficios
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asociados con AE disminuyen con el tiempo debido a los cambios en las poblaciones microbianas
o la adaptacion de especies microbianas a los AE (Benchaar et al., 2008; Patra y Saxena, 2009a).
Algunas fuentes de aceites esenciales como el orégano, el tomillo, el aceite de ajo y sus derivados
reducen la produccion de CHgs in vitro (Cobellis et al., 2016), aunque cuando evalian en
experimentos in vivo los resultados de los han sido menos concluyentes (Benchaar y Greathead,
2011; Hristov et al., 2022). En consecuencia, se necesitan mas estudios en animales a largo plazo
para investigar hasta qué punto los microorganismos del rumen se adaptan a una dosis continua de

estas sustancias (Beauchemin et al., 2022).
Compuestos secundarios de plantas

Las plantas pueden tener una amplia variedad de compuestos secundarios (taninos,
mimosina, saponinas, flavonoides y aceites esenciales principalmente) que pueden afectar el
microbioma del rumen y la emision de CHs entérico, la estrategia de alimentacion con taninos se
ha estudiado més intensamente por su efecto de mitigacion de CH4 (Ku-Vera et al., 2020). Los
taninos pertenecen a una subclase de polifenoles vegetales y generalmente se clasifican segln sus
estructuras quimicas como taninos hidrolizables o condensados (TH y TC, respectivamente; Vasta
et al., 2019). Las investigaciones mas recientes se han centrado en evaluar fuentes de TC en lugar

de TH debido al potencial efecto tdxico de estos Gltimos (Beauchemin et al., 2020).

Las plantas con taninos estan muy extendidas e incluyen varios arbustos, arboles, especies
de plantas leguminosas y no leguminosas, principalmente en regiones de clima calido (Hristov et
al., 2013a; Ku-Vera et al., 2020). Otro compuesto importante en la reduccién de emisiones de CHa
es la mimosina, la cual es un aminoéacido libre téxico responsable de la inhibicion de la sintesis de
proteinas y del crecimiento de varias bacterias y hongos grampositivos (Soltan et al., 2017). Soltan
et al. (2017) postulan que la mimosina tiene un efecto para estimular la acetogénesis disminuyendo
la metanogeénesis ruminal. Por otra parte, las saponinas son glucosidos de alto peso molecular que
se encuentran en una amplia variedad de arbustos y arboles tropicales (Canul-Solis et al., 2020;
Ku-Vera et al., 2020). Su efecto antimetanogenico a menudo se atribuye a su accion sobre las
membranas celulares de los protozoos del rumen, afectando asi a las arqueas metanogenicas que
estan asociadas simbioticamente con ellos (Patra y Saxena, 2009b). El uso de fuentes vegetales que
puedan mitigar el CH4 entérico que contengan taninos y/o saponinas, que generalmente tienen un

alto contenido de PB y bajo contenido de fibra, es particularmente importante para los sistemas de
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pastoreo y pequefios agricultores en la region tropical, especialmente durante la estacidon seca
cuando la calidad general de los pastos es deficiente.

3-nitrooxypropanol

El 3-nitrooxypropanol (3-NOP) y la variante de etilo, etil-3-nitrooxypropanol, fueron
desarrollados por DSM Nutrition Products Ltd. (Kaiseraugst, Suiza) (Duval y Kindermann, 2012).
El 3-NOP se une al sitio activo de la enzima metil-CoM reductasa que cataliza el ultimo paso en la
reduccion de CO2 a CH4 por parte de las Archaea metanogénicas hidrogenotrdficas (Duin et al.,
2016). Los experimentos de laboratorio y con animales muestran una reduccion significativa del
CHa cuando se agrega 3-NOP a la dieta (Duval y Kindermann, 2012; Romero-Perez et al., 2014;
Reynolds et al., 2014; Liu et al., 2022). El efecto del 3-NOP sobre la produccion de CH4 esta
relacionado con el nivel de inclusion en la dieta (Yu et al., 2021) y su efecto esta correlacionado

negativamente por la concentracion de FND en la dieta (Dijkstra et al., 2018; Yu et al., 2021).

A medida que se aumenta la proporcion de 3-NOP hasta llegar al 2.8% de la dieta se puede
observar una reduccion lineal de las emisiones de CH4 tanto en ovejas, bovinos productores de
carne y vacas lecheras (Jayanegara et al., 2018; Kebreab et al., 2022). El nivel de inclusién
promedio del 3-NOP va alrededor de 144 mg/kg de MS para animales productores de carne y de
81 mg/kg de MS para animales lecheros, con estos niveles de inclusion el 3-NOP puede reducir la
produccion de CHa en torno a un 30% (Dijkstra et al., 2018; Kim et al., 2020) aunque se han
obtenido descensos del 70-80% o més en algunos estudios con dietas altas en concentrados (Yu et
al., 2021; McGinn, et al., 2019). Romero-Perez et al. (2015) utilizaron una dosis de hasta 2.7 g por
animal por dia de 3-NOP en bovinos productores de carne con un 60% de forraje (MS) en la dieta
durante 112 dias y reportaron una disminucion de hasta el 33% en las emisiones de CHa sin efectos

negativos sobre la digestibilidad.

Dijkstra et al. (2018) realizaron un metaanalisis donde evaluaron 11 experimentos con
bovinos productor de carne y lecheros que fueron suplementados con 3-NOP y reportan que la
inclusion media fue de 123 mg/kg de CMS, con lo cual se redujo la produccion de CH4 en un 32.5%
y el rendimiento en un 29.3%.

En el metaanalisis realizado por Jayanegara et al. (2018) evaluaron 12 experimentos donde

se adicioné 3-NOP a ovinos, bovinos productores de carne y leche donde la inclusion promedio
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fue de 100 mg/kg de MS, con lo que vieron disminuido el rendimiento del CHs un 19.2% vy la
intensidad en un 21.1% sin afectar el CMS.

La adicién de 3-NOP disminuye la produccion de CHs4, Sin embargo, se necesitan
inclusiones mas altas en bovinos productores de carne que en los productores de leche (Dijkstra et
al., 2018; Kim et al., 2020). Esto se debe a una mayor CMS en bovinos lechero, lo que da como
resultado més sumideros de H; alternativos y, por lo tanto, una menor concentracion del sitio de
accion (metil-CoM reductasa; Dijkstra et al., 2018). Al no poder canalizar el H, para la formaciéon
de CHg, se esperaria un aumento en la energia disponible para el animal (Black et al., 2021) debido
al aumento de las vias consumidoras de Hx (produccion de propionato) y reducir las vias que
producen Hx (produccion de acetato), esto como mecanismos reguladores de Hz en el rumen

(Jayanegara et al., 2018).

La utilizacion del 3-NOP es mas factible de adoptar en sistemas de produccién donde los
animales se alimenten directamente en el comedero, ya que en sistemas en condiciones de pastoreo
se complicaria las dosificacion (Romero-Pérez y Beauchemin, 2018). Aunque la naturaleza
sintética del 3-NOP puede ser una barrera para su adopcion debido a la creciente percepcion pablica
negativa hacia este tipo de productos, asi como el impedimento para el uso en producciones
organicas, el uso de un producto como el NOP en la produccion de carne y leche puede resultar
atractivo ya que disminuye el impacto ambiental de CH4 produciendo alimentos de forma
sustentable (Romero-Pérez y Beauchemin, 2018). Actualmente ya estd autorizada su
comercializacion en varios paises, incluyendo México. Se espera que proximamente se pueda

consequir.
Complementacion con macroalgas rojas

Se ha encontrado que algunas algas rojas tienen un potencial para disminuir las emisiones
de CHj4 entérico en rumiantes, en particular las que pertenecen a el género Asparagopsis, debido a
su capacidad para sintetizar y encapsular analogos de CH. halogenados dentro de células
glandulares especializadas como mecanismo de defensa natural (Paul et al., 2006). Entre los
principales metabolitos halogenados, se destacan el bromoformo y acido dibromoacético (Mata et
al., 2011). El alga Asparagopsis contiene aproximadamente 0.22 mg/g de MS de 22 metabolitos
halogenados diferentes, pero varia entre cepas y eco variedades (Machado et al., 2016; Mata et al.,

2017). Las concentraciones de los compuestos bioactivos dependen en gran medida de los
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procedimientos de secado, siendo la liofilizacion la mas eficaz (Stefenoni et al., 2021). Los
anélogos del CHs halogenado, como el bromoclorometano, inhiben el Gltimo paso de la
metanogénesis en las arqueas metanogénicas al reaccionar con la vitamina B12 (Wood et al., 1968).
Kinley et al. (2020) mostré que la inclusion de solo 0.2 % de MO en el alimento como
Asparagopsis seca redujo las emisiones de CH4 en un 98 % y aumento la ganancia de peso en un
42 %, sin efectos negativos sobre el consumo de alimento o la funcion del rumen en bovinos
productores de carne. Se han encontrado disminuciones similares en la produccion de CH4 del 55%
al 80% en vacas lecheras alimentadas con 0.5% de MS de Asparagopsis taxiformis (Stefenoni et
al., 2021). De manera similar, se observé una disminucion en la produccion de CHs del 67 %
cuando Asparagopsis armata se ofrecié a una inclusion del 1 % en una dieta para vacas en
produccién lechera sin que se observaran residuos en la leche (Roque 2019). Li, et al. (2016) y
Stefenoni, et al. (2021) sugieren que la palatabilidad de las dietas que contienen Asparagopsis
puede reducirse, particularmente en concentraciones mas altas en la dieta. Muizelaar, et al. (2021)
encontraron que las vacas lecheras a las que se les ofrecieron suplementos dietéticos con un 6.5 %
0 mas de Asparagopsis rechazaron regularmente el alimento y seleccionaron en contra de estos
alimentos. Respecto al periodo de la actividad metanogénica de Asparagopsis, Stefenoni, et al.
(2021) reportan que esta disminuye a los cuatro meses después de ser incorpora a las raciones

mixtas totales.

La exposicion oral prolongada de animales a altas concentraciones de bromoformo puede
causar tumores hepaticos e intestinales; por lo tanto, la EPA (Environmental Protection Agency,
por sus siglas en inglés) clasificd el compuesto en el Grupo B2: probable carcinégeno humano
(Guidelines for Carcinogen Risk Assessment; U.S. EPA, 1986). En animales alimentados con
Asparagopsis se ha informado una acumulacion de yodo en la carne (Roque et al., 2021) y de yodo
y bromuro en la leche (Stefenoni et al., 2021), estos investigadores indican una concentracion de
yodo en la leche de tres mg/L. En nifios menores de tres afios, el consumo de yodo puede llegar a
ser 15 veces superior al maximo tolerable si consumen un L de leche al dia (Lean et al., 2021). Por
lo que son necesarios mas estudios donde se encuentre la dosis indicada en la que no se encuentren
residuos en el producto ni alteraciones histoldgicas en los animales (Glasson et al., 2022). Las
investigaciones sobre estas algas siguen explorandose, una estrategia a investigar seria desarrollar

alguna tecnologia para suplementar en animales en pastoreo.

19



2.5.3 Vacuna contra metandgenos

Otra estrategia probada para la mitigacion del CHs es el desarrollo de vacunas contra los
metandgenos que podrian provocar la respuesta inmunitaria de los rumiantes mediante la
produccién de anticuerpos contra los metandgenos (Wright et al., 2004; Wedlock et al., 2010). La
estrategia es particularmente atractiva porque requeriria solo uno o dos tratamientos en animales
jévenes para un efecto de por vida y la préctica es aplicable a todos los sistemas de produccién de
rumiantes. Las emisiones de CH4 se redujeron en un 8 % en borregos vacunados contra una mezcla
de metandgenos ruminales (Wright et al., 2004). Una reduccion del 20% en las emisiones de CH4
se considerd altamente probable cuando se examino el "repertorio genético completo” de Archaea
para identificar motivos comunes a todas las Archaea, pero no a las bacterias del rumen (Wedlock
et al., 2013). Se estan realizando investigaciones en Nueva Zelanda para identificar posibles
antigenos y desarrollar una vacuna (Subharat et al., 2015). Los intentos de reducir las emisiones de
CHa a través de la vacunacion han arrojado resultados variables, desde un aumento de CHadel 20
% hasta una reduccion de CHa del 69 %, y la mitad de los experimentos no tuvieron éxito (Baca-
Gonzélez et al., 2020). Para que una vacuna tenga éxito, se deben transferir altas concentraciones
de anticuerpos IgG e IgA antimetanogénicos de Archaea de la sangre a la saliva, lo que ha resultado
dificil de lograr (Subharat et al., 2015; Zhang et al., 2015). Williams, et al. (2009) no encontraron
ningun efecto de la vacunacion sobre las emisiones de CHs 0 sobre el nimero de organismos
metanogénicos dentro del rumen. Estos resultados mixtos sugieren que el éxito probable de una
estrategia de vacunacion para reducir sustancialmente las emisiones de CHa de los rumiantes en
pastoreo es menor en comparacion con otras estrategias, presentando una limitacion en la
aplicacion de este método, debido a la variacion dentro de las diferentes especies metanogénicas
presentes en el microbioma ruminal y dependiendo de la dietas especificas en diferentes

ubicaciones geograficas, lo que dificulta el disefio de una vacuna universal (Wright et al., 2007).
2.5.4 Manipulacion de la dieta

Entre las estrategias nutricionales de la mitigacion de CH4, la manipulacién dietética es un
enfoque simplista y pragmatico que puede garantizar una mejor productividad animal y una menor
emisién de CH4 (Beauchemin, 2008). La manipulacion dietética puede reducir la emision de CH4
hasta en un 40%, dependiendo del grado de cambio y la naturaleza de la intervencion del forraje

(Benchaar et al., 2001). En general, una mejora en la calidad de la nutricion en los animales puede
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reducir alrededor de un 30% las emisiones de CHa, ademas de la opcion de mejorar manejos en la
granja que también disminuyan las emisiones, como podria ser el procesamiento de las excretas
(Mosier et al., 1998).

Incremento del nivel del concentrado

El aumento de los niveles de concentrado puede reducir la proporcion de energia dietética
convertida en CHs (Blaxter y Clapperton, 1965), principalmente debido al cambio en el tipo de
sustrato fermentado (fibra a almiddn) y sus efectos sobre la fermentacion ruminal, como una mayor
tasa de fermentacion, un cambio en el perfil de AGV y una disminucion del pH ruminal
(Beauchemin et al., 2008). La suplementacion de alimentos concentrados para animales en
pastoreo no necesariamente aumenta el consumo total de MO (CMO; Moore, 1980). Este ultimo
depende de las caracteristicas del pasto (estructura y edad del pasto), fuente y nivel de suplemento,
y requerimientos de los animales (Poppi et al., 1997; Costa et al., 2020). En estudios con ganado
de carne, siempre que no haya restricciones en la asignacion de forraje, se espera que el suministro
de suplementos concentrados con dietas basadas en forrajes de alta calidad bajo condiciones de
manejo de pastoreo adecuadas tenga poco o ningun efecto sobre el CMO total, por otro lado, es
mas probable que la suplementacidén con concentrados para dietas basadas en forrajes de baja
calidad resulte en un aumento en el CMO total (es decir, efectos aditivos o asociativos), o que
conduce a una mitigacion de las emisiones de CH4 entérico por unidad de producto animal (Moore,
1980). Segun Paterson et al. (1994) una estrategia de suplementacién adecuada debe enfocarse en
maximizar el consumo y la digestibilidad del forraje disponible mientras se minimiza la
suplementacion/importacion de concentrado al sistema de produccion. Este enfoque minimiza los
costos y esta en consonancia con los principios de desarrollo sostenible (Beauchemin et al., 2008).
Sin embargo, las opciones de suplementos de concentrados deben analizarse en cuanto a su
factibilidad a nivel local y en las dietas. Ademas, los ingredientes de subproductos que no son

comestibles para los humanos pueden ser una buena alternativa.
Adicion de lipidos en la dieta

Diversos estudios han sefialado que la adicion de lipidos en la dieta tiene un efecto de
mitigacion sobre las emisiones de CH4 entérico (Beauchemin et al., 2008; Grainger y Beauchemin,
2011; Hristov et al., 2013b; Knapp et al., 2014; Martin et al., 2016). Esta practica de mitigacion
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disminuye las emisiones de CHa a través de diversas vias, como lo son: cambiar la fermentacién
del rumen para promover la produccion de propionato, el aumento en la produccion de &cido
propidnico, inhibicion de protozoarios y metandgenos en el rumen y la hidrogenacion de acidos
grasos insaturados (AGI; Johnson y Johnson, 1995; Bonilla y Lemus et al., 2012, e Silva et al.,
2017). Estos efectos se han observado cuando se han usado AGI de cadena larga (C18) es decir,
aceites vegetales y de pescado; oleico (C18:1) y linoleico (C18:2) y &cidos grasos de cadena media
(Patra, 2013; Yanza et al., 2021).

La efectividad de la adicion de lipidos en la dieta, para reducir las emisiones de metano,
depende de diversos factores incluyendo el nivel de suplementacion, fuente de grasa, perfil de
acidos grasos, forma en la cual la grasa es administrada y el tipo de dieta (Patra, 2013). Diversas
investigaciones se han enfocado en la adicion de aceites de oleaginosas para evaluar el efecto de
mitigacion de CHs en los animales. En el Cuadro 1 se muestra el perfil de &cidos grasos (en g/100

g del total de &cidos grasos) de aceite de oleaginosas frecuentemente utilizados.

Cuadro 1. Composicion de acidos grasos (en g/100 g del total de &cidos grasos) de aceites de semillas
oleaginosas.
C14:.0 C16:0 Cl6:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Linaza 0.1 6.1 0.1 3.4 18.8 16.3 54.4
Canola 0.2 4.8 0.3 2.1 60.5 20.8 9.2
Soya 0.1 11.4 0.1 4.1 22.3 53.5 7
girasol 0.1 5.1 0.1 4.3 21.6 66.8 0.2

C14:0, miristico; C16:0, palmitico; C16:1, palmitoleico; C18:0, estedrico; C18:1, oleico; C18:2, linoleico; C18:3,
linolénico. (Glasser et al., 2008).

Rabiee et al., 2012 mencionan que la adicion de lipidos en la dieta es una estrategia de
mitigacién efectiva que puede reducir todos los pardmetros de CH4 entérico con solo una pequefia
disminucion en el CMS que no afect6 el promedio de produccion de leche o GDP, lo que sugiere
una mayor eficiencia alimenticia. Aunque la aplicacion de esta practica dependera de los costos,

efectos en el consumo, asi como la eficiencia en la produccion (Gerber et al., 2013).

Beauchemin et al. (2008) estimaron que, por cada unidad porcentual de adicion de lipidos
en la MS en la dieta, las emisiones de CH4 entérico se pueden reducir 5.6%. Por su parte, Giger-
Reverdin et al. (2003) y Eugeéne et al. (2008) estimaron una disminucion del 2.3% en las emisiones
de CHa por unidad porcentual de adicion de lipidos. Aunque Eugéne et al. (2008) no encontraron
ninguna disminucion en CHa4 cuando se corrigio por el consumo (g/kg CMS), lo que podria indicar

que la reduccién de CHs en esos estudios fue el resultado de una reduccion en el CMS de las vacas
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alimentadas con dietas con lipidos adicionados en la dieta. Pifiares-Patifio et al. (2016)
suplementaron AC en novillos en pastoreo (46 g/kg AC) rociado sobre pradera de Lolium perenne,
y reportan una disminucion (P <0.05) cuando se compar6 con el tratamiento sin AC, tanto en
produccién (156.1 a 138.6 g/d) como en el rendimiento de CH4 (20.9 a 17.2 g/kg de CMS), igual
que una disminucion (P <0.05) en la proporcién acetato:propionato (5.1 a 4.2) y un incremento en
el CMS (P <0.05) de 7.51 a 8.29 kg/d cuando rociaron AC.

El aceite de girasol se ha empleado como una opcidon para disminuir la produccion de CH4
ruminal, este aceite se caracteriza por tener un contenido elevado de &cidos insaturados, en
particular el &cido linoleico (18:2A9,12) (Pal et al., 2015). e Silva et al. (2017) demostraron que la
inclusion de aceite de girasol en la alimentacion de vacas ocasiona una disminucién en la
produccion de metano sin alterar el consumo de alimento y produccion de leche. El acido oleico
(18:1A9) también se ha evaluado como una posible alternativa para disminuir la emision de CHa,
en un estudio in vitro, liquido ruminal obtenido de cabras se suplemento &cido oleico a diferentes
concentraciones y se observé que la suplementacion disminuy6 la produccion de CHa e incremento
el contenido de AG benéficos como el &cido linoleico conjugado (ALC) (Wu et al., 2016). Agueda
et al. (2009) menciona que el ALC se refiere al grupo de isdmeros del &cido linoleico (C18:2) que
tienen dobles enlaces conjugados en diferentes posiciones y conformaciones, los isémeros cis-9,
trans-11 y trans-10, cis-12 son los que presentan actividad bioldgica. De igual forma se ha
demostrado que al incluir una mezcla de aceite de canola con aceite de palma (80:20) en la
alimentacion de cabras (4 y 8 g/kg MS) no afect6 el crecimiento, consumo de alimento y
digestibilidad; pero si disminuyé la emision de CHa (Adeyemi et al., 2016). Beauchemin et al.
(2020) sefalaron que se debe examinar la rentabilidad de esta practica de mitigacion, asi como los
posibles efectos negativos sobre la digestibilidad de la fibra y la calidad del producto como lo
podria ser la depresion de la grasa y la proteina de la leche. En una revision detallada, Hristov et
al. (2013b) concluyeron que existe un potencial de mitigacion real en la inclusion de lipidos en las
dietas de rumiantes, pero resaltaron que, en tasas de inclusién altas (mas del 8%), puede deprimir
el CMS vy la digestibilidad y, en consecuencia, la productividad animal. Estos autores indicaron
ademas que las fuentes de lipidos como los granos secos de destileria y la semilla de algoddn entera
podrian aumentar la ingesta de N en la dieta, lo que puede conducir a un mayor potencial de
emisiones de N2O del estiércol durante el almacenamiento y la aplicacion al suelo, lo que sugiere

el potencial de un efecto de intercambio de contaminacion.
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Se ha informado de una reduccion del 23 % en las emisiones de CH4 en vacas lecheras
(Holstein x Gyr) que pastaron Urochloa sp. Y suplementadas con 2.86 kg/d de concentrado y 0.73
g de aceite/kg de PV de aceite de girasol (e Silva et al., 2017), sin embargo, en este trabajo, los
autores no consideraron variables de fermentacion ruminal para explicar sus resultados. Es
importante sefialar que, la suplementacion con aceite en niveles altos (arriba del 5% de inclusion)
en ganado en pastoreo debe usarse con cautela debido a los posibles efectos negativos sobre la
digestibilidad de la fibra en el rumen (Jenkins y Palmquist, 1984), la baja digestibilidad intestinal
y el valor energético de los lipidos (Zinn y Jorquera, 2007). En bovinos de carne, la digestibilidad
Optima de los AG se limita a un consumo méaximo de lipidos de 0.96 g/kg de peso vivo (PV), lo
que representa un valor adecuado de energia en grasa (Zinn y Jorquera, 2007). Sin embargo, otros
estudios han observado efectos similares sobre el CH4 a niveles mas bajos de suplementacion con
aceites (aproximadamente 0.73 g/kg PV; e Silva et al., 2017). Con base a lo anterior se plantea la

siguiente justificacion.
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3 JUSTIFICACION

La mayoria de los experimentos donde se evaltan los efectos de la adicion de aceite en la
dieta de bovinos, se han desarrollado bajo condiciones de clima templado, con escasos informes
para bovinos bajo condiciones de pastoreo tropical, donde los pastos tienen una baja concentracion
de FDNd, nitrogeno (N) y energia. Esto ultimo tiene un efecto negativo en la eficiencia de
utilizacion de N y la retencion de carbono, provocando un aumento en la produccion de CHs

entérico de bovinos alimentados bajo sistemas de pastoreo en climas tropicales.

Para reducir las emisiones de CH4 entérico en estos sistemas, una estrategia de mitigacion
de GEI podria ser el uso de alimentos concentrados, adicionado con cantidades adecuadas de aceite
vegetal para aumentar la ingesta de energia, con un impacto nulo o minimo sobre la FDNd. En
consecuencia, es necesario determinar el nivel 6ptimo de inclusion de aceite vegetal para reducir
las emisiones de CHa sin disminuir el CMS con un uso eficiente de la energia dietética en bovinos
que pastorean en condiciones tropicales. En este contexto, se plantean las siguientes hip6tesis y
objetivos.
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4 HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERAL:

La inclusion de aceite de canola en un nivel éptimo en la dieta de vacas F1 (Bos Taurus x Bos
indicus) mantenidas en condiciones tropicales en pastoreo y recibiendo una cantidad fija de
concentrado, disminuye las emisiones de CHa entérico, sin disminuir el CMS, digestion de

nutrientes, la fermentacion y poblacion microbiana en rumen.
Hipotesis especificas

e Al aumentar la adicidon de aceite de canola en la dieta, disminuyen las emisiones CHa
liberado por el eructo en bovinos en condiciones de pastoreo en el tropico.

e Hay un nivel 6ptimo de aceite de canola, que reduce las emisiones de CHa sin afectar el
consumo Y digestibilidad de nutrientes en bovinos en condiciones de pastoreo en el tropico.

e Hay un nivel 6ptimo de aceite de canola de aceite de canola en la dieta, en donde se reducen
las emisiones de CHjs sin afectar la fermentacion y la poblacién de microrganismos
ruminales.
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S) OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inclusion de diferentes niveles de aceite de canola, para establecer un nivel
optimo en la dieta de vacas F1 (Bos Taurus x Bos indicus) mantenidas en condiciones tropicales
en pastoreo y recibiendo una cantidad fija de concentrado, en las emisiones de CHs entérico, CMS,

la fermentacion, digestion de nutrientes y poblacion microbiana en rumen.
Objetivos especificos

e Evaluar las emisiones de CHa liberado por el eructo y la respiracion en bovinos en
condiciones de pastoreo en el tropico mediante un sensor infrarrojo.

e Evaluar el consumo y digestibilidad de nutrientes en bovinos en condiciones de pastoreo
en el tropico por medio de un marcador externo (Crz0>).

e Evaluar las variables de fermentacion ruminal (pH, AGV, N-NH?3), poblacién de protozoos

y la microbiota ruminal.
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6 MATERIAL Y METODOS

Los protocolos utilizados en este estudio fueron revisados y aprobados por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA) de la Facultad de Medicina Veterinaria
(FMVZ) de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM, DC-2018/2-1).

6.1 Localizacion

El estudio se llevo a cabo en el Centro de Ensefianza, Investigacién y Extension en
Ganaderia Tropical (CEIEGT), de la FMVZ, perteneciente a la UNAM, ubicado en Tlapacoyan,
Veracruz, México (20 03'N y 93 03'W). El clima es calido humedo, Af (m) w"(e) (Garcia, 2004),
con una temperatura media diaria de 23.9 + 0.5°C y una precipitacion media anual de 1.931 + 334

mm.
6.2  Animales, alimentacién y disefio experimental.

Se utilizaron cuatro vacas F1 (B. taurus x B. indicus) adultas canuladas en el rumen, no
gestantes ni lactantes y con un peso vivo mermado promedio (PVM) de 631 * 88 kg, este se obtuvo
pesando a las vacas en tres dias consecutivos a las 1100 h y posteriormente, el PV se multiplico
por el factor 0.96 para descontar el contenido intestinal (NASEM, 2016; Cannas et al., 2004;
Estrada-Angulo et al., 2018; Rivera-Villegas et al., 2019).

Las vacas se mantuvieron en pastoreo en un potrero con Urochloa sp., dividido en cuatro
secciones de pasto de 50 x 50 m. El sistema de alimentacion consistio en un pastoreo rotativo de 7
dias por seccion, con un periodo de recuperacion de 21 dias, para asegurar una altura promedio del
pasto de 40 cm antes del pastoreo y 10 cm de residual, tomando en cuanta 40 puntos aleatorios por

division antes y después del pastoreo, utilizando una regla graduada (Barthram, 1984).

Para la adicion del concentrado (Purina®, Puricarne sequia) se consideré el 1% del PVM,
el promedio de %MS en el concentrado utilizado durante el experimento fue de 89.07 + 0.7%, por
lo que se ofrecieron 6.23 kg MS/animal de concentrado en promedio. El concentrado se mezcl6
con aceite de canola (Cristal® 99%, Aceites, Grasas y Derivados, S.A., Jalisco, México) a razon
de 0, 249, 499 y 748 g promedio segun el tratamiento asignado, lo que corresponde a 0.0, 0.40,
0.80y 1.20 g AC/kg PVM, respectivamente (Zinn y Jorquera 2007; Bayat et al., 2018). La mezcla
(concentrado + AC) se ofrecio dividida en partes iguales (50:50) a las 0600 y 1500 h directo en el

comedero, por lo que los animales se trasladaban diariamente al corral de manejo donde se les
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ofrecia la mezcla. En caso de que los animales no consumieran el total de la mezcla ofrecida, el
residual de la mezcla se introdujo directamente en el rumen a través de la canula ruminal, esto para

asegurar la inclusion esperada de AC.

El disefio del experimento fue un Cuadrado Latino, con cuatro periodos para cuatro
tratamientos; donde cada periodo tuvo una duracion de 19 dias, 11 de adaptacion gradual a la dieta
y 8 para la toma de muestras, durante los primeros 6 dias se tomaron las muestras de CHa4 y heces

(solo 4 dias) dejando los ultimos 2 dias exclusivamente para la toma de muestras de liquido ruminal.
6.3 Muestreo
Alimento

Las muestras de forraje se recolectaron manualmente utilizando la técnica de “hand-
pluking” (segun lo descrito por Cook, 1964) cada siete dias, cuando los animales cambiaron de
division; Las muestras se pesaron en fresco y se colocaron en una estufa de aire forzado a 65° C

hasta peso constante; Una vez secas, las muestras se almacenaron hasta su analisis en el laboratorio.

Las muestras de concentrado y forraje se secaron (60° C durante 72 h), se molieron y se
tamizaron (1 mm) para un andlisis de composicion adicional. Las muestras de AC se almacenaron
protegidas de la luz (botellas ambar) y en condiciones frescas (18° C) hasta su analisis. Durante los
periodos de muestreo, los animales no se encontraron pastando en una sola division del potrero,
por lo que se hicieron mezclas de los pastos de cada divisioén segln el porcentaje de tiempo que

estuvieron dentro de cada divisidn, esto para tener muestras representativas.

Para determinar el consumo de forraje, a las vacas se pesaron 10 g de Cr.03 (68.52 % de
pureza) en un sobre de papel de celulosay se colocaron directamente en rumen a traveés de la canula,
este proceso se realizd cada periodo los dias 8 al 17 a las 1530 h. Para evaluar la digestibilidad de
los nutrientes, se recolectaron aproximadamente 200 g de heces directamente del recto cada ocho
horas de manera escalonada durante tres dias consecutivos, d1: 00:00, 08:00 y 16:00; d2: 02:00
10:00 y 18:00; d3: 04:00, 12:00 y 20:00; d4: 06:00, 14:00 y 22:00 h. los cuales correspondieron
con los dias 14 al 17 de cada periodo. Las muestras fecales mantuvieron en refrigeraron (1-4° C) y
al final de cada periodo de muestreo se homogenizaron por tratamiento para generar una muestra

compuesta de 400 g que se mantuvo en congeld (-18° C) hasta su posterior analisis.
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Contenido Ruminal

Se recolectaron muestras de contenido ruminal con ayuda de una bomba de vacio,
(aproximadamente 200 mL) directamente de la canula ruminal en los dias 18 y 19 de cada periodo
experimental cada 4 h (300, 700, 1100, 1500, 1900y 2300 h). El contenido ruminal se filtro a traves
de ocho capas de gasa y se colocd en un vaso de precipitado donde se les midié el pH con un
potenciometro portatil (marca Oakton, pHTestrs®) y se distribuyd para las siguientes

determinaciones:

Para estimar la poblacion de protozoos, a cinco mL del contenido ruminal filtrado se
agregaron cinco mL de solucion de Lugol (preparacién de la solucién de Lugol: 1.5 g de yodo de
potasio, 0.5 g de yodo resublimado y agua destilada hasta aforar a 100 mL) en un vial de 15 mL de
capacidad, con tapon de plastico y tapa roscable. Las muestras se mantuvieron refrigeradas a 1 - 4°
C hasta su andlisis. El conteo de protozoos se hizo por sextuplicado, al microscopio (Carl Zeiss
Axiolab E re, Artisan Technology Goup, Champaign, IL, EE. UU.) en camara Neubauer®
(Marienfeld, Alemania).

Para determinar nitrégeno amoniacal (N-NHs) y del perfil de AGV se tomaron 40 mL
correspondientes a 4 h post-alimentacion (es decir, 1900h concentrado y 0300h forraje) en bolsas
estériles de polietileno combinado super resistenete Whirl-Pac® de 60 mL, a cada muestra se le
adicionaron 10 mL de &cido metafosforico al 25% (v/v) para conservar las muestras, las cuales se

mantuvieron en congelaron (-18° C) hasta su analisis.

Para la extraccion de ADN se tomaron 8 mL cada 4 horas por dia y se colocaron en tubos
de polipropileno para centrifuga Corning® de 50 mL, las muestras se mantuvieron en congelacién
(-18° C) y al terminar cada periodo, las muestras se trasladaron a un ultracongelador (-40° C) en el
laboratorio de microbiologia ruminal del Departamento de Nutricién Animal y Bioguimica donde

se resguardaron hasta su uso.
6.4 Estimacién de emisiones de metano

El CH4 se midid utilizando el método “Sniffer” segun Garnsworthy et al. (2012). Las
concentraciones de CHa4 se midieron cuando se ofrecia el concentrado en el comedero (adaptado
para evitar corrientes de aire y con un volumen conocido) a las 0600 y 1500 h utilizando un

analizador de CHgs infrarrojo (0-10 ppm; Guardian Plus; Edinburgh Instruments Ltd., Livingston,
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Reino Unido). Cada que un animal entraba al comedero se registraba la hora de entrada, asi como
el equipo que estaba conectado a dicho comedero, las lecturas duraban el periodo de tiempo en el
que el animal consumia el concentrado, la hora de salida se registraba cuando el animal terminaba

de comer el concentrado ofrecido o sacaba la cabeza de manera definitiva.

Para conectar una linea de muestreo entre el comedero y el analizador infrarrojo, se colocd
una manguera de poliuretano (6 mm de diametro interno) a través del comedero a la altura del
morro de las vacas y, con la misma manguera, se armo un anillo (10 cm de diametro) dentro del
comedero con multiples perforaciones para extraer los gases de la respiracion y eructos del animal.
Con ayuda de una bomba dentro de los equipos, la muestra se transportd hacia el analizador
infrarrojo donde la concentracion de CHa se registrd (expresado como mA) cada segundo en un
registrador de datos (Simex SRD-99; Simex Sp. z 0.0., Gdansk, Polonia). Los datos del registrador
se extraian automéaticamente al colocar una USB, estos datos se visualizar en una PC utilizando un
software de registro (Loggy Soft; Simex Sp. z 0.0.) donde los datos se transformaron en valores de
cada pico (concentracion de CHs m&xima menos la inicial para cada eructo) y el &rea bajo la curva
para cada pico (que representa la liberacion total de CHa4 por eructo) en el tiempo en el que el animal

permeancia con la cabeza dentro del comedero.

Para cada entrada al comedero, se calcularon la altura media del pico y el &rea bajo la curva,
junto con la frecuencia del pico (tasa de eructos). Se calculd una tasa de emisién de CH4 (MER, por
sus siglas en inglés) durante la alimentacidn de concentrado (es decir, la entrada al comedero) como
el producto de la frecuencia maximay el area media maxima. Las estimaciones de emision de CHa
se calcularon como el promedio de 12 eventos de muestreo, es decir, 6 dias de muestreo con dos
muestreos diarios a las 0600 y 1500 h (en los comederos adaptados donde se ofrecia la mezcla). La
emisién de CHs se expresé como produccion total utilizando la siguiente formula: g CHa/d = 252
+ 57.2 MER (Garnsworthy et al., 2012). Ya con el valor de la produccion de CHa, se obtiene el
rendimiento de CHa, g/kg CMS y g/kg de FDNd.
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El factor de conversién de CH4 (medida en que la energia de alimentacion se convierte en
CHa, Ym) se calcul6 de acuerdo con el Nivel 2 del IPCC (2006), la conversion de energia de CHs

a flujo en unidades de masa fue de 55.56 MJ/kg (Lassey, 2007). Como se muestra a continuacion:

(Z CH41)
Y = o= X 100

QL. CEB)
n
Donde Ym, factor de conversion de CHs (% de CEB); CHai, las i-ésimas emisiones
observadas de energia de CH4 (MJ/d); CEB;, la i-ésima Consumo de Energia Bruta observado
(MJ/d); y n, nimero de observaciones (Kaewpila y Sommart, 2016). Los promedios utilizados para
el célculo son los obtenidos en el experimento. Se multiplicaron la Mcal por 4.182 para obtener
MJ.

6.5 Andlisis de muestras

Se analizaron los ingredientes del alimento (AC, Urochloa sp. y concentrado) y muestras
de forraje residual para contenido de MS (método 934.01; AOAC, 2015), proteina cruda (PC,
método 2001.11; AOAC, 2015), ceniza (Cen, método 942.05; AOAC, 2015), fibra detergente
neutra (FDN) y fibra detergente acida (FDA), tal y como describen Van Soest et al. (1991), usando
alfa-amilasa sin correccion por cenizas y un analizador ANKOM 2000, Gross Energy usando el

enfoque de bomba calorimétrica (Parr, 6400; Illinois, EE. UU.).

El CMS se estim6 segln Schneider y Flatt (1975), considerando el consumo y pureza del
Cr203 y el Cr203 en la materia fecal, una vez estimando el CMS total, se restd el consumo del
concentrado y del aceite para estimar, por diferencia, el consumo del pasto. La digestibilidad de
Urochloa sp. y las muestras de concentrado se determinaron mediante una prueba in vitro

previamente realizada (Goering y Van Soest, 1970).

La produccién total de heces se estimo con el Cr203 (Oliveira et al., 2007), para obtener la
produccidn de heces asociada al, se descontd la produccion fecal asociada con el concentrado y el
aceite de canola de la produccion fecal total. EI Cr,O3 se determino por espectrometria de absorcion
atomica (Genesys 10S UV Vis, Thermo Scientific) siguiendo la metodologia descrita por Williams
et al. (1962).

El contenido de N-NHs se determiné espectofotometria, deacuerdo al método fenol-

hipoclorito propuesto por Conway y O’Malley (1942). Las muestras de contenido ruminal se
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descongelaron y se centrifugaron (Sorvall Biofuge Primor R, Thermo Scientific) a 3 5009 por 25
minutos a 4°C, posteriormente el sobrenadante se transfirié a frascos ambar. Se realiz6 una curva
estandar de sulfato de amonio, de concentraciones de 2.5-20 mg/dL. Para la determinacion, en
tubos de ensayo de 13x100 mm se adicion6 1mL de solucion de fenol (168uM nitroprusida de
sodio (Sigma-Aldrich) y 106 mM de fenol (J.T Baker), posteriormente se agregaron 20uL de la
muestra o de la curva estandar se mezcl6 en vortex y a continuacion se adicion6 1mL de hipoclorito
de sodio (187 mM de hidréxido de sodio, Sigma-Aldrich), 150mM de fosfato de sodio dibasico
(Merck) y 0.75% hipoclorito comercial (Mayer) se mezcl6 con ayuda de un vortex y los tubos se
incubaron a 37° C por 30 min, pasado ese tiempo se agregaron 5mL de agua destilada y se midio
la absorbancia a 630 nm en un espectrofotometro (Genesys 10S UV Vis, Thermo Scientific).

El perfil de AGV se midié por cromatografia de gases (Erwin et al., 1961) con un
cromatografo Perkin Elmer, modelo AutoSystem XL, utilizando una columna capilar CP-7420
Select de 100 m x 0.2 mm x 0.25 um FAME (Agilent Technologis). Para realizar la metilacion de
los AG se utilizo la metodologia AOAC (2019). Las condiciones del cromatografo fueron las
siguientes: acarreo 1.5 mL/min; temperatura, 80° C; temperatura del inyector, 220° C; temperatura
del detector: 275-280° C; Las condiciones fueron las siguientes: 80° C (1 min), 20° C/min, 160°
C, 1°C/min, 198° C, 5°C/min 250°C (15 min). El andlisis cromatogréafico se realiz6 con el estandar
Supelco TM 37 Component FAME MIX, nimero de catalogo 47885-U.

6.6 Extraccion de ADN

Las muestras de fluido ruminal se centrifugaron a 1 1309 rpm durante 10 min (Thermo
Scientific, Sorvall Biofuge Primo R Centrifuge, Alemania). Se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el sedimento en 300 pL de PBS (amortiguador fosfato salino) 1x e inmediatamente se
centrifugdé a 1599 rpm durante 5 min. El sobrenadante, denominado sedimento bacteriano, se

utiliz6 para la extraccion de ADN (Vaidya et al., 2018).

La extraccion de ADN se realizé mediante una modificacion de la técnica reportada por
Wilson (2001). Se centrifugaron 500 pL de sedimento bacteriano a 5000 rpm durante 10 min.
(Thermo Scientific, Sorvall Biofuge Primo R Centrifuge, Alemania), se descarto el sobrenadante.
El sedimento se homogeneiz6 con 567 L de tampdn TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8, Sigma-Aldrich,
EDTA 1 mM, pH 8, J.T. Baker). Posteriormente se agregaron 50 pL de lisozima (10 mg/mL,
Sigma-Aldrich) y se incubd a 37°C por 30 min. Posteriormente, se afiadieron 30 pL de SDS (10%,
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Bio-Rad) y 4 uL de proteinasa K (20 mg/mL, Sigma-Aldrich) y se incubd a 56°C durante 60 min.
Después se afiadieron 100 pL de NaCl (5M IBI SCIENTIFIC) a cada muestra seguido de 100 pL
de CTAB/NaCl (10% CTAB N-cetyl N, N, N, - bromuro de trimetil amonio, Sigma-Aldrich, 0.7M
NaCl, IBI SCIENTIFIC) y se incub6 a 65 °C durante 10 min. Después de la incubacion se
afiadieron 80 pL de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1, Sigma-Aldrich) y se centrifug6 a 14 000
rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo estéril de 1.5 ml, se afiadié un volumen
de fenol/cloroformof/alcohol isoamilico (25:24:1, Sigma-Aldrich) y las muestras se centrifugaron a
14 000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirio a un tubo estéril de 1.5 mL, mezclado
con 200 pL de cloroformo (Sigma-Aldrich) e incubado por 10 min a temperatura ambiente;
Posteriormente se realizd una centrifugacion a 14 000 rpm durante 15 min. EIl sobrenadante se
recogid y se mezcl6 con un volumen de isopropanol frio (BDH) y se incubé durante la noche a -20
°C. Al dia siguiente, las muestras se centrifugaron a 14 000 rpm durante 10 min, se decanto
isopropanol y los acidos nucleicos se lavaron con 300 pL de etanol (70%, Sigma-Aldrich). Se
realiz6 un paso final de centrifugacion a 10 000 rpm durante 5 min y se decanto el etanol. EI ADN
se resuspendi6 en 100 pL de agua grado Biologia Molecular (Corning) y se almacen6 a -80°C hasta

su analisis.
6.7 Perfil de microbiota ruminal

Para el analisis del rRNA 16s se utiliz6 la plataforma Miseq de lllumina. Se generaron
bibliotecas gendmicas de las regiones V3 y V4 del gen 16S utilizando cebadores para estas regiones

gue también contenian un adaptador "superior":

(F:5"-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATA AGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3" y

R:5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3").

Los amplicones de las regiones V3 y V4 se generaron por reacciones de PCR con un
volumen total de 25 pL, de los cuales 2.5 pL fueron de ADN gendmico (5 ng/uL en 10 mM Tris
pH 8.5), 12.5 uL. de ADN polimerasa de alta fidelidad 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix y SulL
de cada cebador (1uM). Esta mezcla se incubd en el termociclador con el siguiente programa: 3
min a 95° C, seguido de 25 ciclos de amplificacion que consistieron en desnaturalizacion (30 s a
95° C), alineamiento (30 s a 55° C) y extension (30 s a 95° C). La extension final consistié en 5
min a 72° C. Los amplicones se purificaron utilizando perlas magnéticas AMPure XP beads y se

verificd su tamafio en una electroforesis capilar en el Qiaxcel, el tamafio aproximado fue de 550
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pares de bases (pb), una vez obtenidas estas caracteristicas, las muestras se indexaron con los
adaptadores del kit de indexacién Nextera XT de Illumina (v.2, conjunto A). Para este proceso, se
tomaron 5 pL del primer producto de PCR, 25 uL de ADN polimerasa de alta fidelidad 2x KAPA
HiFi HotStart ReadyMix y 5 pL de cada cebador (Indice), teniendo un volumen total de 50 pL, se
mezclaron y se incubaron nuevamente en termociclador, ejecutando lo siguiente programa 3 min a
95° C, seguido de 8 ciclos de amplificacion que consistieron en desnaturalizacion (30s a 95° C),
alineamiento (30s a 55° C) y extension (30s a 72° C). La extension final consistio en 5 mina 72° C.
Este producto se purificd y analizo su integridad como antes, estos amplicones tenian un tamario

aproximado de 610 pb.

La concentracion de ADN de doble cadena se determind con fluorometria (fluorémetro
Qubit 3.0, kit de alta sensibilidad). La biblioteca final se mezclé de forma equimolar y se secuencid
en la plataforma Illumina MiSeq (MiSeq Reagent Kit V.3, 600 ciclos) siguiendo las instrucciones
del proveedor, generando lecturas de 300 bases en cada direccion. Finalmente, los datos obtenidos
se analizaron mediante QIIME (Sanchez-Tapia et al., 2017).

6.8 Andlisis bioinformatico de microbiota ruminal

Para el analisis de la composicion taxonémica de la microbiota ruminal, se utilizaron
secuencias de comandos Custom C# y python en la canalizacion de software Quantitative Insights
Into Microbial Ecology (QIIME) v2.0 para procesar los archivos de secuenciacion. Los resultados
de la secuencia se filtraron en busca de secuencias de baja calidad (definidas como secuencias de
<300 pb o >620 pb, secuencias con discrepancias de nucledtidos con el codigo de barras o el
cebador, secuencias con una puntuacion de calidad promedio de <30 y secuencias con bases
ambiguas >0). Se comprobaron las secuencias en busca de quimeras y se eliminaron las secuencias
quiméricas. El analisis comenz6 agrupando secuencias dentro de un porcentaje de similitud de
secuencia en unidades taxonOmicas operativas (por sus siglas en ingles OTU, operational
taxonomic units). El noventa y dos por ciento de las secuencias pasaron el filtrado, lo que resulto
en 78 110 + 23 947 secuencias/muestra en promedio con un umbral de similitud del 97 %. Las
OTU se seleccionaron de la base de datos RDP. El noventa y siete por ciento de las OTU se
seleccionaron de la base de datos. Después de fusionar los archivos OTU resultantes en una tabla
general, la taxonomia se asigno en funcién de la base de datos de taxonomia de referencia. Asi, el
99.7 %, 99.7 %, 99.2 %, 92.1 % y 84.82 % de las lecturas se asignaron al nivel de filo, clase, orden,
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familia y género, respectivamente. Se calculé la diversidad alfa mediante el indice de Shannon y
se estimé la diversidad dentro de la muestra a una profundidad de rarefaccion de > 13 947 lecturas
por muestra. Se utilizaron distancias UniFrac ponderadas y no ponderadas para realizar el analisis
de componentes principales (ACP). Los datos de secuencia microbiana se agruparon para la
comparacion de OTU y el anélisis de abundancia taxonémica, pero se separaron por lotes en ACP
para tener cifras claras de ACP. Los ACP se crearon con Emperor, y la diversidad de la comunidad
se determind por la cantidad de OTU y la diversidad beta, medida por la distancia ponderada y no

ponderada de UniFrac (Sanchez-Tapia et al., 2017).
6.9  Andlisis estadistico

Los datos se analizaron como un Disefio de Cuadrado Latino 4 x 4, utilizando el
procedimiento proc MIXED de SAS 9.0 (Statistical Analysis System, Inc., Cary, NC, EE. UU.),
de acuerdo con el siguiente modelo: Yij=p+Hi+ Cj+ Tk+ ¢1j, donde Yijk es la variable
dependiente, p es la media general, Hi es el efecto del i-ésimo animal (fila), Cj es el efecto del j-
ésimo periodo (columna), Tk es el efecto de la k-ésima suplementacion de AC y eijk es el efecto
residual. Se utilizaron polinomios ortogonales para evaluar la respuesta al nivel de inclusion de AC

como tendencias lineales y/o cuadraticas (Cochran y Cox, 1992).

Para los parametros de fermentacion ruminal (AGV, estimacion del nimero de protozoos y
emision de CHa), el periodo/tiempo de muestreo se incluyé como medida repetida; las diferencias
con valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativas. La normalidad de la
distribucion y la homogeneidad de la varianza de los residuos se probaron utilizando el

procedimiento univariado Proc de SAS 9.0.

El analisis de similitud (ANOSIM) y ACP de la composicion de la comunidad bacteriana
se realizaron utilizando el paquete vegan en el software R 4.0.3 de acuerdo con la guia de analisis
estadistico en ecologia microbiana (GUSTAME; Buttigieg y Ramette, 2014). La abundancia
relativa de comunidades microbianas, a través de analisis de diversidad beta y alfa, se compard

utilizando un ANOVA unidireccional con la prueba post-hoc de Tukey (p<0.05).
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7 RESULTADOS
7.1  Alimento utilizado durante el experimento

Los resultados del andlisis de composicion quimica de AC, concentrado comercial y
Urochloa sp. se muestran en el Cuadro 2. EI AC suplementario represent6 0.0, 1.97, 4.15y 5.81%
de inclusion del consumo total de MS (concentrado + forraje suplementado con AC) para
tratamientos de 0.0, 0.40, 0.80 y 1.20 g/kg PVVM, con una concentracion de grasa total en la dieta
de 2.66, 4.53, 6.67 y 8.30%, respectivamente.

Cuadro 2. Composicion quimica de los ingredientes utilizados durante el experimento.
Elementos (g/100g de MS) Aceite de canola Urochloa sp. Concentrado comercial
Proteina Bruta - 6.4 19.5
Cenizas - 111 13.7
Fibra Detergente Neutro - 66.6 41.8
Fibra Detergente Acido - 41.4 14.6
Extracto Etéreo 99.0 2.26 3.0
Energia Bruta (Mcal/kg Materia Seca) 9.5 3.7 3.7

7.2 Consumo de materia seca y digestibilidad.

El efecto del AC sobre el consumo de alimento, la excrecion fecal y la digestion total del
tracto se muestra en la Cuadro 3. EI CMS promedio del concentrado fue de 5870 g/vaca/dia,
mientras que el consumo de AC promedio fue de 0, 249, 499 y 748 g/vaca/dia. EI CMS diario de
forraje (Urochloa sp. en pastoreo) no se afectd por tratamientos con un promedio de 6 030
g/vaca/dia. La ingesta del concentrado suplementado con AC fue comparable entre los
tratamientos, y la ingesta de AC aumentd linealmente (P < 0.01) segln el nivel de suplementacion.
Se observé que el CMS total aument6 a medida que la suplementacion con AC aument6 de forma
lineal (P = 0.02). No hubo efectos del tratamiento sobre la ingesta de MO o PB, pero la ingesta de
FDN tendié (P = 0.09) a aumentar a medida que aumentaba el AC en la dieta. No hubo efectos del
tratamiento sobre la digestion total del tracto MO, FDN o PB, pero la energia digestible (Mcal/kg)

aumentd linealmente con la adicion de AC.
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Cuadro 3. Consumo de materia seca, excrecion fecal y digestion total del tracto de vacas alimentadas con
diferentes niveles de aceite de canola.

Aceite de canola g/kg PVM? Valor de P3
Elemento EEM?
0.00 0.40 0.80 1.20 L C

Consumo*
Concentrado, kg/d 6.23 5.99 5.74 5.49 0.10 0.02 0.77
Aceite de canola, kg/d 0 0.25 0.50 0.75 0.16 <0.01 1.00
Conc. mas aceite, kg/d  6.23 6.24 6.24 6.23 0.12 0.56 0.87
Urochloa sp., kg/d 5.34 6.37 5.78 6.62 0.29 0.11 0.81
CMS total, kg/d 11.6 12.6 12.0 12.9 0.42 0.02 0.81
MO, kg/d 10.3 11.2 10.7 114 0.25 0.11 0.76
FDN, kg/d 6.47 7.13 6.81 7.45 0.21 0.09 0.97
FDA, kg/d 3.26 3.68 3.44 3.85 0.13 0.11 0.98
PB, kg/d 1.56 1.58 1.49 154 0.02 0.75 0.22
EB, Mcal/d 45.0 52.0 52.0 57.0 251 <0.01 0.78

Excrecion Fecal
MS, kg/d 4.19 4.39 4.20 4.36 0.16 0.02 0.81
MO, kg/d 3.39 3.44 3.41 3.50 0.04 <0.01 0.13
FDN, kg/d 2.27 2.57 3.03 3.85 0.10 0.08 0.34
FDA, kg/d 1.94 2.08 1.86 2.30 0.06 0.22 0.41
PB, kg/d 0.46 0.49 0.45 0.49 0.01 0.17 0.82
EB, Mcal/d 16.4 18.9 19.3 21.1 0.84 <0.01 0.78

Digestion total del tracto
MS, % 63.8 65.2 65.1 66.1 0.47 0.22 0.51
MO, % 66.9 69.3 68.0 69.2 0.57 0.78 0.66
FDN, % 64.6 64.0 55.5 48.3 4.02 0.06 0.58
FDA, % 40.6 44.3 45.9 40.3 1.25 0.97 0.28
PB, % 70.3 68.6 69.5 68.5 0.42 0.34 0.74
ED, % 63.5 63.7 62.8 63.1 0.21 0.67 0.98
ED, Mcal/d 28.8 32.5 32.9 36.3 1.53 <0.01 0.85
ED, Mcal/kg 2.47 2.62 2.71 2.82 0.04 <0.01 0.75

PVM, peso vivo mermado, PV x 0.9 (NASEM, 2016); 2EEM, error estandar de la media; *Valor de P, L (lineal) y C (cuadratico);
CMS, consumo de la materia seca; MS, materia meca; MO, materia organica; FDN, Fibra Detergente Neutro; FDA, fibra
detergente &cida; PB, proteina bruta; EB, energia bruta; ED, energia digestible; Mcal, Mega calorias; “El consumo se estimé en
base a la produccién fecal (utilizando Cr.03 como marcador).

7.3 Fermentacion ruminal

Los efectos de la suplementacion con AC sobre el N-NHs, el pH y los AGV se muestran en
la Cuadro 4. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para N-NHz (> 0.27) y
pH ruminal (> 0.78), al igual que para las concentraciones ruminales totales de AGV vy los acidos:
butirico (> 0.76), iso-butirico (> 0.9), e iso-valérico (> 0.06). El acido acético disminuyd
linealmente (P < 0.01) en 4.2 % con la suplementacién de 0.8 g AC/kg PVM, mientras que los
acidos propionico y valérico aumentaron linealmente (P < 0.01) a 24.6 y 3.0 %, respectivamente,

con la suplementacion de 1.2 g AC/kg PVM en comparacion con el control. En consecuencia, la
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relacién acetato: propionato disminuy6 linealmente (P < 0.01) un 88.9, 80.9 y 74.2 % para los
niveles de 0.40, 0.80 y 1.20 g AC/kg PVM, respectivamente.

Cuadro 4. Efecto de la inclusion de aceite de canola sobre el nitrdgeno amoniacal del liquido ruminal, el pH,
los acidos grasos volatiles y el metano.
Aceite de canola g/lkg PVM* Valor de P®
Elemento EEM?
0.00 0.40 0.80 1.20 L C
N-NH3s, mg/dL 255 26.7 33.0 344 2.23 0.27 0.99
pH 6.49 6.50 6.47 6.48 0.01 0.78 0.99
Acidos grasos volatiles
AGVT, mM 775 745 74.3 70.7 1.39 0.18 0.92
Acético, mol/100mol 60.1 58.4 57.6 55.5 0.96 <0.01 0.73
Propi6nico, mol/100mol ~ 19.1 20.9 22.6 23.8 1.30 <0.01 0.50
Butirico, mol/100mol 11.8 11.7 10.8 11.1 0.24 0.76 0.36
Valérico, mol/100mol 3.32 3.33 3.44 3.42 0.03 <0.01 0.38
Iso-butirico, mol/200mol  2.60 2.58 251 2.68 0.04 0.90 0.41
Iso-valérico, mol/100mol  2.10 2.07 2.01 2.14 0.03 0.06 0.79
A:P* 3.14 2.79 2.54 2.33 0.17 <0.01 0.47
Emisiones de metano (infrarrojo)

MER, mg/min 0.92 0.85 0.82 0.49 0.10 0.01 0.25
CH,, g/d 304.8 300.9 299.1 280.1 5.51 0.01 0.25
CHg4, g/kg CMS 26.3 23.9 24.9 21.7 0.98 0.01 0.65
CH4, g/kg FDNd 72.6 66.0 79.1 77.8 1.99 0.74 0.44
CH4, % CEB (Ym) 9.03 7.94 7.86 6.70 0.48 0.01 0.88

PVM, peso vivo mermado, PV x 0.9 (NASEM, 2016); 2EEM, error estandar de la media; *Valor de P, L (lineal) y
C (cuadratico); *A:P, relacion de 4cido acético con el acido propidnico; N-NHs, nitrdgeno amoniacal; AGVT, acidos
grasos volatiles totales; MER, tasa de emisién de metano; CH4, metano; CMS, consumo de la materia seca; FDNd,
fibra detergente neutra digerida; CEB, Consumo de energia bruta. Ym= pérdida de energia de CHa, en proporcion al
CEB.

7.4 Emisiones de metano

En el Cuadro 4 se muestran las emisiones entéricas de CHa, en comparacion con control, la
tasa de emision de CHs (MER) disminuy0 linealmente (92.4, 89.1 y 53.3 %, P < 0.05) a medida
que el nivel de AC en la dieta aument6. Para CHa expresado en g/d, la disminucion observada
(efecto lineal, P < 0.05) fue 98.7, 98.1 y 91.9 %, mientras que para CH4 descrito como g/kg CMS,
la reduccidn (efecto lineal, P < 0.01) fue 90.9, 94.7 y 82.5 %. No se encontro diferencia estadistica
entre tratamientos en la produccion de CHas por kilogramo de FDN digerido. Para el factor de
conversion de metano Ym (CHa, % CEB), se observé una disminucion lineal (P < 0.01) de 87.9,

87y 74.2 % a medida que aumentaba el nivel de AC.
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7.5  Caracterizacion de la poblacion ruminal microbiana
7.5.1 Poblacion de protozoos

En el Cuadro 5, se muestra el efecto de la inclusion de aceite de canola sobre los protozoos,
donde se observa que la poblacion total de protozoos ruminales disminuye a medida que aumenta
la suplementacién con AC, reduciendo la poblacion un 70.3, 30.5y 11.4 % (efecto lineal, P < 0.01)
para 0.4, 0.8y 1.2 g AC/kg PVM, respectivamente. Esta reduccién en la poblacion (efecto lineal,
P < 0.01) también se observo en Entodinidae (68.6, 31.2 y 11.2 %) y Holotrichidae (88.8, 22.5y
13 %, respectivamente) cuando se adiciona 0.4, 0.8 y 1.2 g AC/kg PVM respectivamente.

Cuadro 5. Efecto de la inclusion de aceite de canola sobre concentracion protozoos.
Aceite de canola g/kg PVM!? Valor de P®
Elemento EEM?

0.00 0.40 0.80 1.20 L C
Protozoa, x10*cel/mL
Entodinidae 1845 1265 575 207 364 <0.01 0.05
Holotrichidae 167 148 37 23 37 <0.01 0.79
Protozoos totales 2012 1413 612 230 401 <0.01 0.05

PVM, peso vivo mermado, PV x 0.9 (NASEM, 2016); 2EEM, error estandar de la media; *Valor de P, L (lineal)
y C (cuadratico).

7.5.2 Resumen de datos de secuencia de ADN

De un total de 16 muestras se generaron 1 249 765 secuencias, con un promedio de 78 110
secuencias retenidas, la longitud promedio de las secuencias retenidas fue de 450 pares de bases.
El nimero de OTU detectadas fue de 1 141.

7.5.3 Andlisis de diversidad alfa

La diversidad alfa hace referencia a la diversidad que se encuentra en una sola poblacién
(diversidad dentro de la muestra). Las diferencias entre los tratamientos experimentales se
determinaron mediante analisis de diversidad alfa. No hubo diferencias significativas en el Chao 1
(P =0.48) y el indice de Shannon (P = 0.67) entre los tratamientos experimentales (Figura 4. A,
B).
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7.5.4 Andlisis de diversidad beta

La diversidad beta expresa la similitud o diferencia entre poblaciones (entre muestras). Para
evaluar la diversidad beta entre los grupos experimentales se realiz6 un andlisis UniFrac de
coordenadas principales (ACP) ponderado y no ponderado. El analisis UniFrac ponderado (Figura
5A) demostré que no hay diferencia en la abundancia de OTU detectadas y el analisis UniFrac no
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7.5.5 Asignaciones taxonomicas

Los andlisis ANOSIM (r = 0.0746, P = 0.2075) y ACP (Figura 6A) demostraron que no
hubo diferencias significativas entre tratamientos en el nivel de filo. Se identificaron un total de 19
filos bacterianos, en el Cuadro 6 se muestran los que presentan una abundancia relativa superior al
0.1%.

A Aceite de canola g/Kg SBW @ 0o & 04 08 12 B
| — Filo
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PCoA 1 (81.0%) Aceite de canola g/Kg SBW
Figura 6. Diferencia en la composicion de bacterias con la inclusion de aceite de canola a nivel de filo.
(A) Anélisis de componentes principales (ACP); (B) Abundancia relativa (%) de bacterias.
Cuadro 6. Abundancia relativa (%) de los principales filos bacterianos en vacas suplementadas con aceite de
canola (0, 0.40, 0.80 y 1.20 g/kg PVM).
. Aceite de canola g/kg PVYM! Valor de P®
Filo EEM?
0.00 0.40 0.80 1.20 L C
No asignado 1.31 1.18 1.33 1.14 0.05 0.47 0.75
Euryarchaeota 0.07 0.01 0.02 0.12 0.03 0.30 0.06
Actinobacteria 0.14 0.24 0.46 0.18 0.07 0.69 0.35
Bacteroidetes 36.63 37.63 36.63 28.14 2.22 0.20 0.11
Chloroflexi 0.65 0.00 0.02 0.17 0.15 0.17 0.10
Cyanobacteria 0.18 0.24 0.09 0.13 0.03 0.03 0.81
Firmicutes 54.42 50.52 50.38 63.03 2.97 0.14 0.05
Planctomycetes 0.68 0.05 0.2 0.78 0.18 0.42 <0.01
Proteobacteria 3.01 9.25 5.76 3.59 1.41 0.67 <0.01
SR1 0.27 0.02 0.04 0.11 0.06 0.64 0.38
Spirochaetes 0.39 0.17 0.35 0.17 0.06 0.51 0.02
Synergistetes 0.11 0.08 0.12 0.25 0.04 0.08 0.14
T™7 0.91 0.18 0.22 0.60 0.17 0.47 0.08
Tenericutes 0.37 0.18 0.16 0.15 0.05 0.01 0.03
Verrucomicrobia 0.71 0.15 0.32 1.28 0.25 0.15 0.03
WPS-2 0.10 0.05 0.11 0.04 0.02 0.48 0.85

IPVM, peso vivo mermado, PV x 0.96 (NASEM, 2016); 2EEM, error estandar de la media; *Valor de P linear (L) y
cuadrético (C).
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Los filos predominantes para el tratamiento sin adicién de AC fueron Firmicutes (54.4 %)
y Bacteroidetes (36.6 %) y Proteobacteria (3 %) donde, solo en este Gltimo se observd un
incremento (efecto cuadréatico, P < 0.01) del 207.3 % con la adicion de 0.4 g AC/kg PVM para
después disminuir 91.4 y 19.3 % con la adicién de 0.8 y 1.2 g AC/kg PVM respectivamente.

Para los filos de menor abundancia (menos del 1%), la adicion de AC provoco una
disminucion (efecto cuadrético, P <0.05) de Planctomycetes en comparacion con el grupo control
del 92.6 y 70.6 % con la adicion de 0.4 y 0.8 g AC/kg PVM respectivamente, y un aumento del
14.7 % con la adicion de 1.2 g AC/kg PVM. La abundancia relativa de Spirochaetes mostré una
disminucion del 56.4 % (efecto cuadratico, P <0.05) para los tratamientos con 0.4y 1.2 g AC/kg
PVM y una disminucion minima (10.3 %) con la adicion de 0.80 g AC/kg PVM en comparacion
con el control. Para la abundancia relativa de Tenericutes, la adicion de 0.40, 0.80y 1.20 g AC/kg
PVM, provocé una disminucion (efecto lineal, P < 0.05) del 55, 54 y 53 % en comparacién con el
tratamiento control. La abundancia relativa de Verrucomicrobia disminuyo (efecto cuadrético, P
<0.05) en comparacion al control en un 78.9 54.9 % con la adicion de 0.4 y 0.8 g AC/kg PVM
respectivamente y aumento un 80.3 % con la adicion de 1.2 g AC/kg PVM. La abundancia relativa
de Cyanobacteria aument6 (efecto cuadratico, P <0.05) 33.3 % con la adicién 0.4 g AC/kg PVM
y disminuy6 en un 50 y 27 % con la adicion de 0.8 y 1.2 g AC/kg PVM respectivamente.

En el caso de Euryarchaeota, y Firmicutes se observa una tendencia negativa (efecto
cuadratico, P = 0.056 y P = 0.05, respectivamente) en los animales suplementados con 0.40 y 0.80
g AC/kg PVM y un aumento de 71.4 % para Euryarchaeota y 15.8 % para Firmicutes con la adicién
de 1.2 g AC/kg PVM.
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En el andlisis ANOSIM (r = 0.224, P = 0.209) y ACP (Figura 7A) a nivel de familia, se
observa que no existen diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 7. Diferencia en la composicion de bacterias con la inclusion de aceite de canola a nivel de

familia. (A) Andlisis de componentes principales (ACP); (B) Abundancia relativa (%) de bacterias. canola.

Se identificaron un total de 98 familias de bacterias ruminales, y la abundancia relativa
superior al 0.1% del total se enumeran en el Cuadro 7. Las familias mas abundantes en el
tratamiento control fueron: Prevotellaceae (33.9 %), Lachnospiraceae (24.6 %), Ruminococcaceae
(16.9 %), Veillonellaceae (11.5 %) Paraprevotellaceae (2.13 %) y Succinivibrionaceae (1.81 %).
De estas familias, la abundancia relativa de Ruminococcaceae disminuyé (efecto cuadrético, P <
0.05) 46.2 'y 31.3 % con la adicion de 0.4 y 0.8 g AC/kg PVM respectivamente, y aumento un 6 %
para el nivel niveles de 1.20 g AC/kg PVM. La abundancia relativa de Veillonellaceae aumento
(efecto lineal, P <0.05) un 11y 50 % con la adicion de 0.80 y 1.20 g AC/kg PVM, respectivamente.
Para la abundancia relativa de Succnivibrionaceae, se observo un aumento (efecto cuadratico, P <
0.01), en comparacion con el control, del 350.8 y 146.4 % con la adicién 0.4 y 0.8 g AC/kg PVM,
respectivamente y una disminucion del 58.6 con la adicion de 1.2 g AC/kg PVM.

Para las familias con menos del 1% de abundancia, la abundancia relativa de Pirullelaceae
disminuyé (efecto cuadratico, P < 0.01) en un 93 y 71.3 % con la adicion de 0.4y 0.8 g AC/kg
PVM, respectivamente y aumento 12.5 % con la adicion de 1.2 g AC/kg PVM. La abundancia
relativa de Mogibacteriaceae disminuy¢ (efecto cuadrético, P < 0.01) en un 23.3 % con la adicion
de 0.4 g AC/kg PVM, y aumentd 30 y 110 % con la adicion de 0.8 y 1.2 g AC/kg PVM,
respectivamente.
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Cuadro 7. Abundancia relativa (%) de las principales familias bacterianas en vacas suplementadas con aceite
de canola (0, 0.40, 0.80 y 1.20 w PVM).

. Aceite de canola g/kg PVM!? Valor de P3
Familia EEM?
0.00 0.40 0.80 1.20 L C
Methanobacteriaceae 0.07 0.01 0.01 0.14 0.03 0.32 0.06
Bifidobacteriaceae 0.01 0.09 0.26 0.01 0.06 0.66 0.13
Coriobacteriaceae 0.13 0.14 0.21 0.17 0.02 0.62 0.72
BS11 0.13 0.01 0.21 0.07 0.04 0.97 0.84
Bacteroidaceae 0.18 0.12 0.08 0.29 0.05 0.36 0.06
Prevotellaceae 33.87 35.04 37.45 24.82 2.76 0.17 0.10
S24-7 1.48 2.66 2.85 2.49 0.31 0.45 0.42
Paraprevotellaceae 2.13 1.88 2.14 1.53 0.14 0.44 0.69
Anaerolinaceae 0.79 0.00 0.02 0.19 0.19 0.20 0.13
Lactobacillaceae 0.03 0.42 0.38 0.21 0.09 0.34 0.52
Christensenellaceae 0.19 0.08 0.19 0.29 0.04 0.31 0.27
Clostridiaceae 0.98 0.40 0.62 0.88 0.13 0.96 0.25
Lachnospiraceae 24.55 27.56 22.28 24.72 1.08 0.73 0.93
Ruminococcaceae 16.89 9.08 11.60 17.90 2.11 0.40 <0.01
Veillonellaceae 11.49 11.37 12.76 17.26 1.38 0.04 0.20
Mogibacteriaceae 0.30 0.23 0.39 0.63 0.09 0.04 0.17
Erysipelotrichaceae 0.68 0.49 0.74 0.93 0.09 0.32 0.29
Pirellulaceae 0.80 0.056 0.23 0.90 0.21 0.45 <0.01
Methylobacteriaceae 0.17 0.05 0.07 0.13 0.03 0.57 0.07
Desulfobulbaceae 0.07 0.16 0.14 0.24 0.04 0.08 0.95
Desulfovibrionaceae 0.88 1.37 1.37 2.53 0.35 0.03 0.44
Succinivibrionaceae 1.81 8.16 4.46 0.75 1.65 0.21 <0.01
Spirochaetaceae 0.42 0.18 0.33 0.19 0.06 0.20 0.61
Dethiosulfovibrionaceae 0.13 0.09 0.13 0.28 0.04 0.19 0.23
F16 1.06 0.20 0.25 0.67 0.20 0.41 0.06
RFP12 0.56 0.09 0.17 0.68 0.14 0.61 0.04
WCHB1-25 0.19 0.06 0.12 0.53 0.11 0.09 0.06

PVM, peso vivo mermado, PV x 0.96 (NASEM, 2016); 2EEM, error estandar de la media; *Valor de P linear (L) y
cuadrético (C).

La abundancia relativa de Desulfovibrionaceae aumentd (efecto lineal, P < 0.05) un 56,
55.9 y 188 % con la adicion de 0.4, 0.80 y 1.20 g AC/kg PVM, respectivamente. La abundancia
relativa de RFP12 disminuyo (efecto cuadratico, P < 0.01) en un 83.9 y 69.6 % con la adicion de
0.4y 0.8 g AC/kg PVM, respectivamente y aumentd en un 21.4 % con la adicion de 1.2 g AC/kg
PVM.
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El analisis ANOSIM (r = 0.04861, P = 0.2282) y ACP (Figura 8A) a nivel de género

demuestran que no hay cambios significativos entre tratamientos.
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Figura 8. Diferencia en la composicién de bacterias con la inclusion de aceite de canola a nivel de

género. (A) Analisis de componentes principales (ACP); (B) Abundancia relativa (%) de bacterias.

Se identificaron un total de 316 géneros bacterianos y la abundancia relativa superior al
0.1% del total se enumera en Cuadro 8. Los géneros bacterianos predominantes en el tratamiento
sin aceite son Prevotella (52.8 %), Butyrivibrio (11.2 %), Succiniclasticum (11.1%) y
Ruminococcus (3.2 %), cullas abundancias relativas no se modificaron estadisticamente (P > 0.05)
con la adicién de AC. Para la abundancia relativa de Pseudobutyrivibrio se observé un aumento
(efecto cuadratico, P < 0.05) de 158.1 y 45 % cuando se adiciona 0.4 y 0.8 g AC/kg PVM,
respectivamente y una disminucion del 19.2 % con la adicion de 1.2 g AC/kg PVM. La abundancia
relativa de Anaerovibrio disminuye (efecto cuadratico, P < 0.01) 38.1 y 46 % cuando se adiciona
0.4y 0.8 g AC/kg PVM, respectivamente y aumenta 50.4 % cuando la adicion es 1.2 g AC/kg
PVM.

Para los géneros bacterianos con menos de 1% de abundancia, la abundancia relativa de
Succinivibrio aumento (efecto cuadratico, P < 0.01) 23.2 y 5.3 veces con la adicién de 0.4y 0.8 g
AC/kg PVM, respectivamente y disminuy6 solo un 11.76 % con la adicion de 1.2 g AC/kg PVM.
En el caso de la abundancia relativa del género Sharpea solo se observa en los tratamientos con la
adicion de AC, esta abundancia es constante con la adicion de 0.4y 0.8 g AC/kg PVM y disminuye
g/kg PVM considerablemente (72.7 %) con la adicion de 1.2 g AC/kg PVM. Con la adicion de 0.4,
0.8y 1.20 g AC/kg PVM se disminuyo (efecto lineal, P < 0.05) la abundancia relativa de RFN20
(100, 81.8y 72.7 %) y Treponema (62.7, 32.8 y 56.7 %).
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Cuadro 8. Abundancia relativa (%) de los principales géneros bacterianos en vacas suplementadas con aceite
de canola (0, 0.40, 0.80 y 1.20 w PVM).

Género Aceite de canola g/kg PVM? EEM? Valor de P®
0.00 0.40 0.80 1.20 L C
No asignado 2.48 1.74 2.10 2.10 0.15 0.42 0.11
Methanobrevibacter 0.11 0.01 0.02 0.25 0.06 0.26 0.07
Bifidobacterium 0.01 0.12 0.33 0.02 0.07 0.71 0.18
Bacteroides 0.23 0.16 0.10 0.45 0.08 0.27 0.10
Prevotella 52.84 47.19 52.54 39.41 3.14 0.16 0.47
CF231 0.92 0.25 0.65 0.77 0.14 0.96 0.15
YRC22 1.92 1.47 1.81 1.47 0.12 0.41 0.80
SHD-231 1.38 0.00 0.03 0.29 0.33 0.82 0.05
Lactobacillus 0.05 0.58 0.53 0.33 0.12 0.50 0.20
Clostridium 1.50 0.50 0.84 1.33 0.23 0.92 0.13
Anaerostipes 0.24 0.33 0.42 0.25 0.04 0.84 0.25
Blautia 0.08 0.01 0.03 0.12 0.03 0.28 0.03
Butyrivibrio 11.17 11.47 9.10 14.39 1.09 0.47 0.29
Coprococcus 2.13 2.98 2.90 2.18 0.23 0.98 0.28
Dorea 0.09 0.10 0.06 0.11 0.01 0.82 0.57
Moryella 0.09 0.11 0.18 0.30 0.05 0.12 0.57
Pseudobutyrivibrio 1.72 4.44 2.51 1.39 0.68 0.25 0.01
Shuttleworthia 0.51 0.82 0.72 0.73 0.07 0.34 0.26
Oscillospira 0.07 0.05 0.06 0.11 0.01 0.08 0.08
Ruminococcus 3.20 2.79 3.51 3.43 0.16 0.72 0.85
Anaerovibrio 1.39 0.86 0.75 2.09 0.31 0.08 <0.01
Megasphaera 0.04 0.03 0.23 0.05 0.05 0.38 0.74
Mitsuokella 0.04 0.03 0.08 0.06 0.01 0.28 0.72
Schwartzia 0.04 0.05 0.05 0.11 0.02 0.06 0.23
Selenomonas 1.78 1.25 1.41 2.16 0.20 0.36 0.08
Succiniclasticum 11.09 11.32 13.18 18.66 1.76 0.08 0.35
Bulleidia 0.42 0.40 0.56 0.69 0.07 0.45 0.78
Catenibacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.13 0.54
L7A 0.10 0.03 0.08 0.17 0.03 0.14 0.06
RFN20 0.11 0.00 0.02 0.03 0.02 0.01 0.01
Sharpea 0.00 0.11 0.11 0.03 0.03 0.43 0.01
p-75-a5 0.38 0.10 0.22 0.60 0.11 0.07 0.01
Methylobacterium 0.21 0.06 0.07 0.16 0.04 0.51 0.04
Agrobacterium 0.09 0.03 0.03 0.06 0.01 0.73 0.01
Desulfobulbus 0.10 0.21 0.18 0.39 0.06 0.06 0.55
Desulfovibrio 1.34 1.83 191 421 0.64 0.02 0.18
Ruminobacter 1.06 3.91 0.92 0.09 0.83 0.36 0.21
Succinivibrio 0.17 4.12 1.07 0.15 0.94 0.62 <0.01
Suttonella 0.02 0.14 0.05 0.09 0.03 0.45 0.34
Treponema 0.67 0.25 0.45 0.29 0.10 0.03 0.11
Pyramidobacter 0.05 0.04 0.08 0.08 0.01 0.23 0.91
TG5 0.17 0.08 0.11 0.36 0.06 0.15 0.08

PVM, peso vivo mermado, PV x 0.96 (NASEM, 2016); 2EEM, error estandar de la media; *Valor de P linear (L) y
cuadrético (C).
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La adicion del AC en 0.4 y 0.8 g/kg PVM disminuyeron (efecto cuadratico, P < 0.05) la
abundancia relativa de Agrobacterium (66.7 % en ambos tratamientos) y Methylobacterium (71.4
y 66.7 %), respectivamente, con la adicion de 1.2 g AC/kg PVM la disminucion fue menos
marcada, con un 33.3 y 23.81 % para Agrobacterium y Methylobacterium, respectivamente. Las
abundancias relativas disminuyen (efecto cuadratico, P < 0.05) con la adicion de 0.4y 0.8 g AC/kg
PVMenun73.7y42.1% parap-75-a5y 87.5y 62.5 % para Blautia, respectivamente y aumentaron
en un 57% para p-75-a5 y 50 % para Blautia con la adicién de 1.2 g AC/kg PVM.
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8 DISCUSION
8.1  Consumo y digestibilidad

La composicion quimica de Urochloa sp. No es diferente a la reportada en estudios previos
considerando un estado de madurez similar (Avellaneda et al., 2008) y pese a la adicion de AC y
complementacion del concentrado, no se observo ninguna diferencia en el consumo del pasto.
Vazquez y Smith (2000) mencionan que, de forma general, la oferta de concentrado a los animales

en pastoreo reduce el consumo de pasto debido a un efecto sustitutivo, aumentando el CMS total.

Con la adiciéon de 0.4, 0.8 y 1.2 g AC/kg PVM no se encontraron diferencias significativas
sobre la digestibilidad de la MS en vacas en pastoreo y suplementadas con concentrado, la
fermentacion ruminal no se vio afectada negativamente, pero si se observé una disminucion en las
emisiones de CH4, de hasta en un 17.5 % en los animales que recibieron 1.2 g AC/kg PVM.

Ademas, hubo un efecto lineal, sin impacto en el CMS en animales que recibieron o no AC.

Los animales en este estudio tuvieron un consumo de grasa total de 2.66, 4.53, 6.67 y 8.30
% correspondiente a la adicion con AC de 0.0, 0.40, 0.80 y 1.20 g AC/kg PVM respectivamente.
Aunque los animales con el nivel de AC mas alto tenian una ingesta de grasas del 8.3 %, no se
observo ningun efecto sobre el consumo. Se ha indicado que la adicion de lipidos por encima del
7 % del CMS, generalmente disminuyen el consumo debido a un aumento de los acidos grasos
insaturados (AGI) circulantes que provocan la activacion del receptor en el centro de saciedad del
hipotdlamo y una reduccion potencial de la digestibilidad de la fibra que retrasa la tasa de pasaje
(Allen, 2000; Kumar, 2014).

Varios mecanismos pueden explicar como los lipidos de la dieta interfieren con la
fermentacion ruminal, como cuando los AG de cadena larga (presentes en el AC) escapan a la
biohidrogenacion y son potencialmente toxicos para las bacterias responsables de la degradacion
de la fibra (celulolitica, gram+) y para los metandgenos y protozoos (Desbois y Smith, 2010; Zeitz
et al., 2013). Ademas, las grasas forman una capa fisica sobre la fibra, evitando la degradacion
microbiana, que tiene un efecto perjudicial sobre el consumo voluntario (Jenkins, 1993). Sin
embargo, la restriccion de los niveles de grasas suplementarias en funcion del porcentaje de
inclusion en la dieta de los rumiantes es un concepto limitado. Actualmente, un mejor indicador
utilizado, es el consumo total de lipidos/kg de peso vivo con la cantidad recomendada de un g de

consumo de lipidos/kg de peso (Zinn'y Jorquera, 2007). En el presente experimento, la proporcion
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de ingesta de lipidos fue de 0.49, 0.91, 1.27 y 1.68 g/kg de PVM para niveles de adicion de 0.0,
0.40, 0.80 y 1.20 g de AC/kg de PVM, respectivamente. Por lo tanto, se esperaba una posible
reduccidon potencial en el CMS con tratamientos de 0.80 y 1.20 AC/kg PVM segun lo reportado en

la literatura.

No obstante, los efectos de agregar aceites en la dieta, sobre el consumo y la digestibilidad
de las dietas basadas en forraje fresco han sido inconsistentes. Algunos estudios adicionando aceite
en dietas basadas en forrajes, indican reducciones tanto en el consumo, como en la digestibilidad
general de la dieta (Beauchemin y McGinn 2006; Pavan et al., 2007; Cosgrove et al., 2008),
mientras que otros estudios no encontraron ningun efecto sobre el consumo (King et al., 1990;
Woodward et al., 2006). En general, la oferta de concentrado a los animales en pastoreo reduce el
consumo de pasto debido a un efecto sustitutivo, pero aumenta el CMS total (Vazquez y Smith,
2000). La adicion de AC increment6 el CMS hasta en un 16 % en el nivel mas alto de inclusion
(Cuadro 3), aumentando el consumo de EB (Mcal/d) hasta en un 26 %. El efecto del aumento del
CMS, observado en el presente estudio, concuerda con Pifiares-Patifio (2016) donde novillos
pastoreando pastos templados, reportaron un aumento de CMS de 9.4 %. En un informe anterior,
Reid (1959) indica que la adicion constante de aceite a la pradera puede no producir cambios
abruptos en el ambiente y la funcién del rumen, por lo que el consumo de MS no debe verse
afectado negativamente.

La digestibilidad de los nutrientes no se afectd por la adicién de AC, excepto por un
aumento en la digestibilidad de la energia (Mcal/kg; P < 0.05) a medida que aumentaba la adicion
de AC. Ueda et al. (2003) informaron que vacas que no recibieron suplementos, la digestibilidad
de la MO ruminal y fibra aumentaron notablemente con la adicion de 3 % de aceite de linaza
(equivalente a 1.55 g aceite/kg de PV) en vacas con una dieta rica en forraje, sin efecto en la
digestibilidad total del tracto de MO y FDN. Por lo tanto, con consumos similares, el ganado que
recibe aceites suplementarios tiene una mayor disponibilidad de energia incluso cuando la

digestibilidad de algunas fracciones (es decir, FDN) puede verse afectada.
8.2  Fermentacion ruminal

En el presente estudio, la proporcion de acetato:propionato disminuy6 significativamente
con la adicién de AC, lo cual es consistente con los hallazgos de Beauchemin y McGinn (2006)

donde a pesar de esta disminucion en la proporcion de acetato y el aumento de propionato, no se
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registro efecto en la disminucién en las emisiones de CHa. Los valores de los pardmetros ruminales
concuerdan con lo informado por Ribiero et al., (2016), en bovinos Nellore con una dieta basada
en cafia de azucar con diferentes porciones de concentrado (30 a 80 %) para N-NH3 (18.7 a 30
mg/dL), pH (6.49 a 6.01) y protozoos totales (2 127 a 1 748 x10*/ml).

8.3 Emisiones de metano

La emision de CHa entérico (g CHa/kg CMS) en las vacas de control sin AC en este estudio
fue de 26.3 g CHa/kg CMS (rango 21.7-26.3 g CH4/kg CMS), es mayor a los valores determinados
por Kennedy y Charmley (2012) para ganado que consume pastos y leguminosas tropicales (19.6
g/kg CMS) y por Beauchemin y McGinn (2006; 20 g CH4/kg CMS) para ganado con ensilaje de
cebada (75 %) y dieta de granos de cebada, laminados al vapor (19 %). Sin embargo, ligeramente
inferior a los 28 g de CHa/kg de CMS informados para el pastoreo de ganado en potreros con
Leucaena (McGinn et al., 2011). Aunque la técnica de medicién de las emisiones de CH4 podria
ser una variacion entre diferentes trabajos, la metodologia “sniffer” modificada empleada en este
estudio produciria resultados similares a los reportados previamente para bovinos en condiciones

comparables.

Las emisiones de CHs estimadas en vacas en pastoreo en este estudio se redujeron
linealmente segun el nivel de inclusion de AC en la dieta, y la mayor inclusién redujo casi un 17
% la produccién diaria de metano. Varios estudios han reportado que los lipidos reducen la
produccion de CH4 en el rumen por diferentes mecanismos (Dohme et al., 2001; Machmdiller et
al., 2001; Bayat et al., 2018; Mufioz et al., 2019; Nogueira et al., 2020). Similar a nuestros
hallazgos, Moate et al. (2011) demostraron que las dietas de vacas lactantes (proporcion 60:40 de
forraje: concentrado) que contenian 51, 52 y 65 g de grasa/kg de MS, redujeron las emisiones de
CHas (g/d) de forma lineal (7.6, 4.5y 10.2 %, respectivamente), en comparacion con una dieta de
control. Beauchemin et al. (2007), reportaron que la adicion de aceite de girasol, rico en acido
linoleico (C18:2), fue efectivo en la reduccion de las emisiones de CHsen 14 % (1 77.4 vs 152.7
g/d) y 11.5 % (20 vs 17.7 g/kg de CMS) cuando se incluye al 3.4 %. Un estudio de Woodward et
al. (2006), llevado a cabo con vacas lecheras lactantes alimentadas con forraje Lolium perenne
(13.5-15.0 kg CMS/d) suplementado con 500 g de aceite de pescado, reportan una reduccion (en
comparacion con el control) en la produccion de CHa del 27 %. En general, estos estudios muestran

que la adicion de &cidos grasos (grasas o aceites) a las dietas del ganado parece tener un efecto
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decreciente en las emisiones de CHa, independientemente de la fuente y el alimento que se ofrezca

a los animales.

En el presente estudio, la tasa a la que se disminuyé el CH4 fue de 3.6 % por cada 1.0 % de
aceite agregado a la dieta. En consonancia con esto, Martin et al. (2010) en un metaanalisis con 67
dietas in vivo para ovejas, carne y ganado lechero, estimaron una disminucion promedio del 3.8 %
en el CH4 entérico (g/kg CMS) con cada uno % de grasa afiadida. A partir de un estudio de
metaanalisis similar en ganado, por cada aumento porcentual de grasas, las emisiones de CHa
disminuyen en 13.4 g/dia (es decir, 3.77 % en comparacion con dietas sin grasa) o 0.66 g/kg CMS
(n=105) dentro de las concentraciones de grasa en la dieta de 1.24-11.4 % (Patra, 2013). En un
reciente estudio de metaanélisis en ganado lechero (12 estudios que incluyeron 362 mediciones
individuales) bajo una dieta integral estandar que contenia 30 g de lipidos’/lkg CMS, los
investigadores estimaron que por cada uno % de grasa adicional en la dieta, las emisiones de CH4
se redujeron en aproximadamente 3.5 % (Moate et al., 2016), Con esto podemos concluir que los

resultados encontrados son similares a los reportados en la literatura.

En el presente trabajo, la disminucion de CH4 podria explicarse por un efecto directo del
AC en la metanogénesis ruminal, aunque parte también podria ser por la complementacion del
concentrado. A pesar de que no se encontr6 una diferencia estadistica significativa (P = 0.06) para
la digestibilidad de la FDN, podriamos considerar que la adicién de AC tendié a reducir la FDN
total del tracto, mas del 90% de la digestion total de FDN ocurre en el rumen (Huhtanen et al.,
2010). Hristov et al. (2013a) consideran que los concentrados pueden influir en la reduccién del
CHA4 entérico del 35 al 40 % de inclusién, pero a niveles de inclusién mas altos (> 40 %), se puede
observar una disminucion en la digestibilidad de la fibra. Con lo anterior, podemos concluir que la
disminucion de las emisiones de CHa4 en este estudio no se debié mayormente a la cantidad de FDN
digerida (Cuadro 3).

En este estudio observamos un rango de Ym entre 6.7 a 9.03 % (promedio 7.9 %), el cual,
disminuy6 a 6.7 % con la mayor adicion de AC. La disminucion de las emisiones de CH4 también
se pueden evaluar como pérdida de energia, en proporcion al % CEB, variable conocida como Ym,
el cual es importante para determinar el efecto sobre la eficiencia de utilizacion de energia del
animal (Beauchemin et al. 2022). La emision de CH4 entérico representa una pérdida de 2 a 12 %
del CEB (Johnson y Johnson, 1995). EI IPCC (2006, nivel 2) utiliza la conversion del factor Ym =
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6,5 % + 1 % de GEI para ganado no engordado en corral (alimentado con dieta con < 90 % de
concentrado del consumo total). Sin embargo, se desarrollé a partir de un conjunto de datos sobre
B. taurus alimentados en climas templados. Usando varios estudios para estimar modelos en
condiciones tropicales, el valor promedio de Ym fue de 5.84 % con un rango de 1.96 a 10.6 (Patra,
2017). Kaewpila y Sommart (2016) indican que el valor en condiciones tropicales es de 8.4 % +
0.4 %. Tee et al. (2022) estimaron el valor de Ym en 8.3 %, en sistemas bovinos de carne tropicales
y cuando se alimentan con dietas con mayor contenido de forraje. Sera importante desarrollar
modelos que estimen el factor de conversion de metano, considerando diferentes situaciones

dietéticas como como la concentracion de lipidos en la dieta.
8.4  Caracterizacion de la poblacién ruminal microbiana

El conteo de protozoos en el rumen disminuyd tanto en protozoarios totales como para
Entodinidae y Holotrichidae con la adicion de AC. Este efecto esta reportado en la literatura donde
la adicion de acidos grasos puede tener un efecto toxico sobre los protozoos del rumen (Machmiller
y Kreuzer, 1999; Onetti et al. 2001) disminuyendo también la poblacion de metandgenos (Desbois
y Smith, 2010; Zeitz et al., 2013).

En el andlisis de diversidad alfa, los indices Shannon y Chaol (diversidad y riqueza) no
mostraron diferencias estadisticamente significativas. Para el anlisis de diversidad beta, el analisis
UniFrac ACP ponderado y no ponderado, no se muestran agrupamientos lo que demuestra que no
hay diferencia en la abundancia de OTUs. La diversidad alfa hace referencia a la diversidad que se
encuentra en una sola poblacion (diversidad dentro de la muestra), mientras que la diversidad beta

expresa la similitud o diferencia entre poblaciones (entre muestras).

En cuanto las asignaciones taxondmicas, en promedio, los grupos taxondémicos mas
abundantes a nivel de filo fueron Firmicutes (54.6 %), Bacteroidetes (34.8) y Protobaterias (5.4
%), Lo cual concuerda con Omontese et al. (2022) quienes reportan, para Bacteroidetes (37%),
Firmicutes (35%) y Proteobacteria (12%) con animales en el periodo del destete a la engorda.
Vasta et al. (2019) mencionan que la dieta es un factor clave que modula la comunidad microbiana
y, en consecuencia, la biohidrogenacion de los AG en el rumen. Sin embargo, la raza también puede
influir en la microbiota ruminal, las emisiones de CH4 y la eficiencia alimenticia (Paz et al., 2016;

Roehe et al., 2016; Li et al., 2019a,b) ademas de la edad y la etapa de crecimiento (Jami et al.,
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2015). Por lo tanto, la presencia de AG funcionales en productos animales puede verse influenciada
tanto por la genética del huésped como por la estrategia de alimentacion (Vasta et al., 2019).

Tambien a nivel de filo, Euryarchaeota, donde pertenecen la familia Methanobacteriaceae
y el género Methanobrevibacter, disminuy6 con la adicion de hasta 0.8 g/kg PVM de AC, las Estas
arqueas metanogenicas estdn intimamente relacionadas con la produccion de CH4 entérico en
rumiantes. Las arqueas de géneros no clasificados pertenecientes al filo Euryarchaeota mostraron
la mayor actividad en el epitelio del rumen de novillos con RFI bajo (81.3 £ 1.9%) y RFI alto (76.4
+ 3,0%). Las bacterias de la familia Succinivibrionaceae mostraron la mayor actividad de bacterias
en el epitelio RFI bajo (28.7 £ 9.0%) y RFI alto (33.9 £ 8.8%; Tan et al., 2021). Tan et al. (2021)
mencionan que la Archaea perteneciente a Methanobrevibacter fue la mas predominante en la fase
liquida y solida de la microbiota del rumen, y suponen que este género de arqueas también es el
mas activo en la comunidad de arqueas epimurales del rumen. Estudios previos han mostrado
marcados efectos de la dieta en las comunidades microbianas del rumen (Singh et al., 2014;
Veneman et al., 2015; Henderson et al., 2015), en las condiciones del presente estudio, las
diferencias fueron cuadraticas, el Unico con diferencia lineal (negativa) fue Tenericutes; Niu et al.
(2015) mencionan que los Tenericutes estan asociados con la digestibilidad de la fibra en

monogastricos, aunque aun no esta claro su rol en el rumen (Deusch et al., 2017).

Smith et al. (2020) encontraron que las proteobacterias (filo) estaban negativamente
asociadas con la produccion de CH4 cuando se expresaban diariamente o por unidad de MO
degradada. Por otro lado, se ha demostrado que un aumento en la proporcion de grasas insaturadas
en la dieta aumenta la abundancia de Succinivibrionacea y Succinivibrio (pertenecientes al filo
proteobacteria) en bovinos y ovinos (Huws et al., 2016; Lyons et al., 2017). Los resultados de la
presente investigacién coinciden con lo encontrado en literatura, sin embargo, en el tratamiento de
mayor inclusion de AC (1.2 g/kg PVM) dicho efecto pierde efectividad, para lo cual, no

encontramos alguna explicacion.

Pese a que la abundancia relativa de Firmicutes solo represent6 una tendencia (P = 0.05) de
disminucion con la adicion de 0.4 y 0.8 g AC/kg PVM, es importante comprender los posibles
efectos en la microbiota ruminal. Las bacterias pertenecientes al filo Firmicutes, son degradadores
conocidos de celulosa y hemicelulosa (Krause et al., 2003; Dai et al., 2015; Huws et al., 2016;

Mayorga et al., 2016) mientras que otros miembros de la familia son productores de CO. y H>
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(Marounek y Duskova, 1999; Rooke et al., 2014). De acuerdo con la literatura (Bryant y Small,
1956; Evans et al. 2011), la abundancia de Firmicutes estuvo fuertemente correlacionada con la
digestibilidad de FND y la produccion diaria de gas. Ademas, es probable que la fuerte relacion
entre la abundancia de Firmicutes y la produccion de CH4 (diaria y por unidad de MO degradada)
se deba a las capacidades fibroliticas de los miembros de este filo, efecto encontrado en este trabajo.
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9 CONCLUSIONES

1. El aceite de canola suplementado a 1.2 g AC/kg PVM (5.8% de la dieta total en MS) en vacas
en pastoreo de forrajes tropicales y complementadas con una cantidad fija de concentrado
comercial, aumentan el consumo total de energia, el valor de ED (Mcal /kg) de la dieta hasta en
un 12.4%.

2. Las emisiones de CHs entérico (MER, mg/min; CHa, g/d; CHa, g/kg CMS; CHa, % CEB (0 Ym)
disminuyeron con la adicion de aceite de canola.

3. Al incrementar la adicion de aceite de canola, el CH4 (g/kg CMS), disminuye hasta 17.5%.

4. La pérdida de energia por metano, Ym (CHs, % CEB), disminuy6 de 12 a 25.8 % a medida que
aumentaba el nivel de aceite de canola.

5. Latasa a la que disminuy6 el CH4g/d fue de 3.6% por cada 1% de aceite agregado a la dieta.

6. Las abundancias relativas bacterianas se encontraron en una proporcion optima a niveles de 0.4
y 0.8 g AC/kg PVM.

Perspectivas a futuro: Se deben evaluar otras fuentes alternativas de aceite, como las
semillas de arboles, en sistemas de produccion sostenibles para condiciones tropicales. Aunque el
objetivo principal de este experimento fue determinar el nivel de adicidn de aceite en el consumo
de energia y la disminucion de la produccion de CH4 en el ganado en condiciones tropicales, su
inclusion en la dieta de ganado en pastoreo bajo condiciones tropicales puede tener un costo
prohibitivo. Sin embargo, plantas tropicales como la semilla de Moringa oleifera, que tiene hasta
un 40 % de aceite (Leone et al., 2016), pueden ser una alternativa para sistemas de produccién
ganadera sostenible que permitan aumentar el aporte energético de la dieta y reducir las emisiones

de metano.
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Abstract

Four ramen-canmulated cows (Bos faurus % Bos indicas, 657 +92 kg body weight, BW) in & rotational grazing (Lrochilos 5p.)
system wene assigned to different canola oil (O0) inclusion levels, 000, 0.40, 0.80, and 1.2 g'kg according to shrunk body
weight (SBW, BW adjusted for gastrointestinal filling) in a 4 x4 Latin Square design to evaluate C0 on the CH, emissions
and dietary energy imtake. CH, emissions were estimated using an infrared analyzer methodology (Smiffer method). Grass
intake and fecal production were e stimated using Cry0; a5 an external marker. CO supplementation increased (linear effect,
P <005} total dry matter and gross energy imtake with a linear increase (P=0.09) in neotral detergent fiber (NDF) intake.
‘While digestible energy (Mcal'kg) linearly increased with increasing OO0 supplementation level (linear effiect, P<0U05), total
tract digestion of organic matter, NDF, and CF was comparable (P > 0105) between levels. Maximal C0 supplementation
{12 kg SBW) significantly decreased total ruminal protoroa population, acetate-propionate ratic, and enteric methane
prodoction (pfke DMI) by 9, 5.3, and 17 5%, espectively. This study showed that, for cows grazing tropical forages, C0
can be supplemented up to 1.2 gfke SBW (5_8% of the total diet) without negatively affecting intake and nutrient digestion
while reducing ruminal fermentation efficiency and enteric methane emission (< 17.5% )L

Keywords Methane - Canola ol - Catfle - Grazing - Digestion

Introduction

Livestock is among the highest contributors to greenhouse
gas (GHG) emissions, mainly methane (CH,) globally, with

= Luis Corona - . - - .
pochi® E:r.hjuslnre grazing production systems having the highest
emissions (Hristov et al., 2013a; Herrero et &l., 30 16).
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Universidad Macional Antfnoma de Méxioo, Cindad - . .
e M i, Méxicn Thenefone, the challenge is to develop diets and strate gies o

reduce CH, emission by optimizing energy use in ruminant
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Previous meports have pointed out to the addition of
lipids to redoce CH, emissions in ruminants (Grainger and

Trapical, Universidzd Macional Anténames de México, Beanchemin, 201 1; Hristov et al., 2013b; Knapp et al_, 2014;
Vemorz, Mexico Martin et al., 2016). Unsaturated fatty acids (UFA) decrease
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(Bonilla and Lemus, 2012, Mata e Sikva et al., 2017
These effects have been observed using long-chain (C18)
UFAs {ie., v getable and fish oils; okeic (C18:1) and lin-
aleic (C18:2)) and medium chain fatty acids (Patra, 2013
Yanza et al., 2021). Smudies using C0 supplemeantation in
grazing catile (46 p'kg CO sprayed onto Lolivm perenne
meadow grass; Pinares-Patino et al., 2016) and a barley
silage diat {7T5% of DMI with 4.6% O0; equivalent to 1.2 g
oilkg SBW; Besuchemin and MoGinn, 2006} resulied in
3 decrease af 11% and 32% CH, emissions, respectively.
Moreaver, in gracing catile, there was a decresss in ruminal
acetate:propicnate ratio (Pifiares-Patiio at al., 20 1a). Itwas
sugpested that the eduction in CH; may be doe o a decresse
in feed intake and tota] DM digestibility of the tract a5 2
direct consequence of the decreasz in AMDF. The affecis
af oil supplementation have boen mported primarily under
temperate climate conditions with scaree reports for catile
under ropical grazing conditions.

Tropical pastures have low dNDF, nitrogen (N}, and
enargy concentration which have a detrimentzl eftect on
M utilzation efficiency and carkon metention, causing an
increasz in the production of enteric CH, in cattle grazed in
tropical grazing systems. To reduece enteric CH, emissions
significantly in these conditions, 3 soitable GHG mitiga-
tion strade gy is the wse of concentrates supplemented with
adequate amounts of wezetable oils to increase enargy intake
but with a minimal impact on forage dANDE. Mata e Silva
et al. {2017} reported a 23% mduction in CH, emissions
in dairy cows (Holstein = Gyrd grazing Urochlog sp. and
supplemented with 286 ko'day concentrate and 13 4% sun-
flomwar oil (0.73 2 of cil'kg of body weight). However, these
suthors did not consider ruminal #rmentation variables in
their study. It is important to point owt that oil supplements-
tiom at high levels in grazing cattle shoold be wsed carefully
doe to possible detrimental eftects on ruminal digestible
NDF {dNDF; Jenkins and Palmguist, 1982, kew intestinal
digestibility, and enargy value of lipids (£inn and Jorguera,
X7,

[n beat cattle, optimal FA digestibility is limited to 2 masx-
imum lipid intake of 096 kg body weight (BW ), mpresent-
ing an adequaie value of enerzy in fat (Zinn and J orquera,
A7), However, other siudies have observed similar effects
on CH, at lower oils supplementation levels (-0.73 p'kg
BW: Matae Sibvaet al, 20017). Consequently, it is necessary
to dedermine the optimal level of vegetable oil inclusion o
mduce CH, emissions without decreasing dry matter intake
(D41} amd dietary enerpy us2 in prazing catle under ropical
conditions. In this context, this study aimed to evaluzte the
eflect of the inclusion kewel of OO0 on nutrient digestibility,
ruminal fermentation, and enteric CH, emissions in grazing
calike under tropical conditions supplemented with a fixed
amount of commercial concentrate.

ﬂ Springer
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Materials and methods
Location

The study was carried out at the Center for Teaching,
Research and Extension in Tropical Livestock (CEIEGT,
FMVYZ-UMA M), located in Tlapacoyan, Yeracruz, Mex-
ico (20F0E'N and 23903 W), The climate is warm homid,
AL (m) w™le) (Garcie, 2004), with an average daily tem-
perature of 23.94 0.5 °C and an average annwal rainfzl] of
193] +£334 mm.

Animals, feeding, and experimental design

Four non-pregnant, non- laciating rumen-cannulated adult
crosshred cows (Bos Fewrws 2 Bos fndicus) with an sverage
shrunk body weizht (SB'W; BW adjusted for pastmintestinal
filling) of 631 £ #8 kz were wsed in the study. At the start
of the experiment, cows were weighad for three consecwe-
tive days at 1 100 h. The 5BW was obtained by multiplying
BW by & comection factor of .96 o account for inestinal
fillimg, according to the MNational Academizs of Sciences,
Enginzaring and Medicine (MASEM, X116}, and used pravi-
ous studies (Canmas ot al |, A004; Estrads-Angzolo et al |, 20 1E;
RiveraYillegas et al.. 20190

Cows wera housed in 1 hectare of a Urochilea sp.
grazing paddock. divided into four pasture sections of
50 = 50 m. Feeding was based on & redational grazing
system of 7 days per paddock, with a recovery period
of 21 days, ensuring an average height of the pasture of
40 cm before grazing and 10 cm of msidual. Animals
mceived T kgfcow (as-fed basis) of commercial concen-
trate {Purina®, Puricarne sequia) daily supplementad
with O (Cristal® 99% canola oil, Aceites, Grasas y
Derivados, 5 A Jalisco, Mexico) at four diferent lav-
alsz 00, 040, 080, and 1.20 g Civke SBW, resolting in a
final concentration of 0, 40, 80, and 120 g CiWkg of con-
centrate (on a DM basis). The concenirate was offered in
equal amounts (3.50 kg as-fed hasis) at Oa00 and 1500 h.
The residual concentrate was introduced directly into the
rumen through the ruminzl cannula to ensure expacted
Cr inclusion. The average DM content in OO-supple-
mented concentrate was 89.07 £ 0.7%, with an averape
D8 intzke of 6.235 kpfcow, so the total daily intake of
Cilvwas 0, 249 499 and T48 2 per animal, cormesponding
to 00, 0,40, 080, and 1.20 g O0/kg SBW, respectively
(Zinn and Jorguera 207 Bayat et al., 20 18).

The experiment design was a Latin Square, with four
perieds for four treatments; where each period lasted
1% days (13 for adaptation and & for sampling feces and
ruminzl content).
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Sampling
Feed

Foraga samples wem hand-plucked (Cook, 1964) every
T days; when the animals changed paddock, the samples
wire waizhed fresh and placed in a forced air oven at 65 °C
until constant waight; once dry, the samples wem stored
until analysis in the laboratory. Forage sampling was car
ried out by colkection samples from = 1 paddock followed by
miix ing and s lection of 2 representatie sample according to
the peroentape of time spent on these paddocks for analysis.
Concentrabe and forage samples were dried (60 °C tor T2 h),
ground, and sieved (1 mm) tor further composition anabysis.
Cid samples wene stored protected from light (amber bottles)
and under cool conditions (18 "2 ) until anabysis.

To determine forape intzke (and nutrient dipe stibility),
cow's received 10 g of Croly (68.52% purity ) contained in
a oellulose paper envelope and placed daily dimctly into
the rumen throogh the cannuela from day 8 w0 17 of each
pericd =t the same time (1530 h). Individual fecal samples
(X0 2 were collected directly from the eclumevery & h (3
times daiby ) during the last 4 days of each eatme i period,
a5 follows: dl 00300, 0500, and 16060; 42 0220, 1000,
and [E:00; d3 000, 12:00, and 20:00; d4 Dalb, 14:00,
and 2200 h. Recal samples were refrigerated (1-4 "C) and
homogenimed at the end of each sampling period to generzie
a 4} ¢ composite sample which was then frozen (— 18 5C)
for further chemical analysis.

Ruminal liquor

Samples of raminal liquor (200 ml)were collecied on days
18 and 19 of each exparimental period every 4 h. Thesa
wene fillerad through eight gawre layers and the pH meas-
ured using 3 partable potentiometer (Dakion, pHTestrs@).

For protozoa number estimation, 2 5 ml. of filered rumi-
nal fuid vial was collected and 5 ml. of iodine solution
sdded (1.5 g of potessium iodine znd 0.5 2 of re-sublimaed
iodine brooght to 100 mL). Samples wene stored ap 1-4 %C
before protozoa estimation was carmmeed under a binocular
miicroscope (Carl Feiss Axiolab E re, Artisan Technolopy
Group, Champaizn, IL, USA) using & hemocy tometer (Meo-
bawer improved, Marienteld, Germany . Six replicates of the
same sample were made toestimaie the number of protoroa
per milliliter.

Forty milliliters of raminal liguor (comesponding to 4-h
past-eding, e, 10 h concentrate, and 03060 b forape)
wis collected in contaimers with 10 ml 25% (v} metaphos-
phoric acid and fromen (— 18 “C) for ammonia-nitrogen and
YFA profile determinztion. Ammonia-nitrogen (NH,-N)
wis estimated by micro ditfusion as described by Conwzy
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and O Malley (1942 ) and VEA profile was measured by zas
chromatopraphy (Perkin Elmer, AwtoSystem X1 model).

Me=thane emissions estimation

CH,4 was me asumed using the methed described by Garns-
waorthy et al. (2012). Briefly, CH, concentrations were meas-
ured when the concentrabe was oftered at (600 and 150 b
esing an infrared CH, analyzer (010 ppm; Guardian Plus;
Edinburgh Instruments Lid., Livingston, UK ). The sampling
tube {6 mm internal diameter) was placed in the middle of
the closed trough (at the height of the nosa) in the form of a
ming o prevent blockages. CHy concentration was moordad
avery second on a daia legger (Simeax SRD-99; S5imex Sp.
z ou, (Gdansk, Poland) and then visualized using kopging
softwane (Lopoy Soft; Simex 5p. 7 o.o). Feederentry times
and cosw identification wene recorded manually. Raw data
trom the logger were ranstormed into valees for peak height
(maximum minus base line CH,y concentration foreach enc-
tation) and ares under the curve (ALUC) for each peak (epre-
senting todal CHy mlease per eructation). Peaks wene iden-
tified and quantified and peaks’ values less than 20 ppm
b low basaline weare discarded. Foreach feeder entry, mean
peak height and AUC wene calculzied, along with peak fre-
quency (helching rate). & CHyemission rate (MER ) during
conoenirate teeding (.. fseder entry) was calculzied as the
product of the maximum frequency and the max imom mean
area. The CHy emission estimations were calculzied as the
gverags of 12 sampling events, 12, &sampling d=ys with twa
daily samples at (&0 and 15080 h. Methane emission was
expressed as total production, gfday; CH, yield, g'kg DMI
and gfkp of digested WFD. The methane conversion factor
{extent to which teed enarpy is convertied to CH,, Y'm) was
calculated according to [PCC Tier 2 {2004); the energy con-
wersion from methane to Aux in mass units was 5556 MUz
(Loassay, D007 As follows:

(ELCHy)
T

Ya= Foem ™

100

where Ym. methane comversion factor (% of GE Intzke);
CH4i, the jth observed methane energy emissions (M Sday);
GEL. the ith observed Gross Energy Intake (MVday); and
. number of ohseryations (Kzewpilz and Sommart, 20060
The means used for the calculation ame those obtained in the
experiment. Moal was multipliad by 4182 to zet M.

Sample analysls
Feed ingredients (C0), Urechfoo 5p., and concentraie) and

taces samples were analyzed for dry matier conent (Db,
method 934.01; AQOAC, X15), crede protein {CF, method
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2001.11; AOQAC, J015), ash (method 242.05; AQAC,
X015), neomral detergant fibar (MOF). and acid detergent
fiber {ADF), as described by Yan Soestet al. (1991), using
alphz-amylase withoot cormection for ash and an AMNEOM
AWK) analyzer, Gross Energy using the calorimetric pump
approach (Parr, 600 IL, USA

Forage D8I was estimated (Schoeider and Flate, 1975)
considering Cr(); intake/Cr (), fecal concentration. The
digestibility of Brachicric sp. and concenirae samples
wis determined by a previously validated in vitro proce-
dure (Goering & Yan Soest, 1970). To obizin fecal output
from forage. fecal production associzied with conoenirate
and O was discounied from the total fecal owtput with the
Crd, (Dliveiraet al., 2EIT) Crd); in fecal samples was
determined using atomic absorption spectrometry following
Williams et al. {1962) mathodologzy.

Statistical analyslks

[rata were analysed as 8 4x 4 Latin Square [esign using
the proc MIXNED procedure of 545 9.0 (Statistical Analysis
System, Inc_, Cary, MC, USA), according to the following
mesdel: ¥y=p+H;+Cj+ Ty + &5 where Fg is the dependent
varighle, w is the peneral mean, H; is the effect of the ith
animal {row), ) is the effect of the fth period (column), T,
is the eftect of the kth OOy supplementation. and £y is the
residual effect. Linear and quadratic mends in response bo
the level of inclusion of OO by wsing orthogonzl palynomizl
conirasts (Cochran and Caox, 1992).

For ruminzl fermentation parameters (YEAs, protozoa
number estimation, and CH, emission), sampling period!
time was included & a mpeated measum; differences with P
walwes < 0005 were considered statistically significant Mor
mality of distribution and homasenaity of variance for resid-
uals were tested using proc univaniate procadure of 545 90,

Results

Fesults for the chemical composition analysis of OO0, com-
mercial concentrate, and Lrochlow sp. grass are shown in
Table 1. Supplemental CO represented 0.0, 1.97, 4.15, and
5.81% inclusion of the total DM intake (OO0 supplemented
conenirate + forage ) for U0, 0.0, 0LE0, and 1200 o/ kg SEW
meziments, with a total fat concentration of 266, 4.53, 6.67,
and B.30%. mspactively.

Dry matter Intake and digestion
The effect of C() on feed intake, fecal excretion, and total
tract digestion is shown in Table 2. The average DMI of

concentrate was SET0 afoow! day, while OO0 intake was (00,
249, 499 and T48 g Daily forage DMI {grazing Urochilsa
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Table 1 Chemical compostions of the inpredients Bd to crossbed
[Bers saaerurs Box imdicus) cows

Itens (g 100 g of M) Canola pil Direchiea sp.  Commencial

‘Comce Nk
Crude protein - .4 195
Ashes - 111 137
Mewiral deterpem fiber - .6 41.8
Add detesgent Gher - i1.4 14.6
Crude fm Wi 12 in
Gross energy (Mcalkpof 9.3 iT iT
[ELLE
MM, dry mabier

sp.) was not affected by treaiments averaging &050 o, As
expecied, intake of the CO-supplemented concentrate was
comparahle betwesen treatments, and infake of OO increased
Linearty (P« 0101} acconding o supplementation level. It was
noied that todal DM inceased as the OO supplementation
incressed in a linear fashion (P=002). There ware no treat-
ment effects on organic matter (M) or CP intake, but NDF
intzke tended (P =0.0%) to increase as 00 was increased in
the diet. Ther weme no treatment effects on total mact dizges-
tion of organic matter. ND'E, or CP, but digestible energy
(Mealke) was linearly increased with OO0 supplementation.

Rurninal fermeamntatlon

The effects of CO supplementation on MH.-N. pH, prato-
zoa number, and YFA are shown in Table 3. Difterent OO
supplementation levels showed similar levels (P = 0005) of
ruminal M-MH; (25.53 and 34.37 ma/dL) and ruminal pH
valwes (6.47 and 6.50). Total rominal protozaea population
decreasad as 00 supplementation increased: 297, 69.5. and
BE.6% (linear effect P< 001} for 0.4, 0.8, and 1.2 p Oz
SBW, respactive ly. This decrease was most evident in the
Ertodinidae (31,4, 688 and 88 8%, mespectively ) and Heol-
arrichidae {11.2, T7.5, and 846.4%) populations.

Mo difference s were observed in total ruminzal concen-
trations of YFA as well as butyric, iso-bubyric, and iso-
valkeric acids. Furthermome, acetic acid decreased linearly
(P=000) to T.7%, whereas propionic and valkeric acids
increased (P<0.00) o 24.6 and 3.0%, respectively, with
00 supplementation companed to the control. Consequanthy,
the zoetate propionate ratio decressed by 10.7, 18,6, and
25.2% for the levels of 040, 080, and 1.20 g COvkz SEW,

mespackively.

Methane emisslons
The enteric emissions of CH, are shown in Tabke 3. Com-

pared with the diet without canoela oil supplementation
(000 gikg SBW), CH, emission rate (MER )} decmeased

77



Tropical Animal Health and Production [2023) 5577 PageS5of I 77
Table 2 Dry matierintske. lems Cemola oil kg SEW! TMF ke’
dipestion of cows Id with 0. 0.40 0.E0 1.20 L Q
differeat levels of canala il
Trgke
Conentmie, kp'doy 623 3.00 374 549 010 ooz 0I7
Canoda oil, kgfday a 0.15 050 073 016 <001 100
Conenimie plus cancla oil, kgfday 623 a4 e 623 012 056 OH
Urechdina sp., kgiday 534 637 378 asl 029 011 0Bl
Total DMI, kgtday 1.8 12.6 1x0 128 042 ooz 0El
OM, kpidey 10.3 11.2 L 114 0.25% 01l 0Ta
NIF, kgfday 64T 7.13 .51 745 021 aoe 0497
ADF, kgifday 324 igE 344 3HS 013 011 098
CF, kp'day 156 138 143 154 002 075 022
GE, Mcal'day 450 510 520 570 151 <001 078
Fecal exorenios
DM, kpfdey 419 430 4 436 006 o0z 0El
0N, kpfday 339 g4 34l i3 o004 <001 013
NIF, kgfday 17 157 3G iBS 0. 008 034
ADF, kgfday 194 108 156 230 00s 01z 04l
CF, kpfday 046 0.49 043 049 001 0IT  0R2
GE, Mcal'doy 16.4 189 193 1.1 0.84 <001 0O7F8
Toral macr digernan
M. % i B 632 6Al e 1 0.4 021z 03]
OM. % Gaa 5.3 G20 691 057 078 O
NIF, % G 640 355 483 402 005 058
ADF, % 406 44.3 459 40.3 1.15 097 028
CP % T0.3 GE.fA 695 (1. ] 0.42 0% 074
DE. % G35 637 GZE adl 0.l 047 098
DE, Mcal'doy 58 i15 329 M3 1.53 <0.01 083
DE, Mcalkg 47 g2 LTl 181 004 <0.01 073

VERW, shrunk body weipht, BW = 096 (MASEM, 2016); *3EM, standard error means: P-valoe L (linezr)
mnd Q) guadreticy; DM, dry matier inteke: D8, dry mater O, orpenic matier; SOF, neutrs] dederpent
fibear; ADF, xcid deerpent fiker; COF, nitepen: GE, pross energy; [, digestible energy; Meal, mepacalo
ries; inlake, wasestimaied hased on fecal output {using Cr); = marker)

linzarly (7.6, 109, and 46.7%, P «0.05) as the CO level in
the diet increased. For CH g expressed in gfiday, the obsered
decrease (linear eftect, P<0.05) was 1 .28, 1. 87, and 8.1%,
whereas for CH 4 described as pikg DML the reduction (lin-
ear effect, P<001) was 9.1, 53, and 17.5%. Momeover,
CH, production per kilxgram of digesied NDF was similar
(P=0U05) bebween treatments. For the methane comemsion
factor ¥Ym (CH4, % GEI). a linear decrease (F <0.01) of
1Z2.1, 13, and 25.8% was observed as the OO0 level increasad.

Discussion
This study demonstrated that increasing levels of OO0 sup-

plementation to the diet of grazing beef cows did nod affect
digestibility or ruminal #2rmentations parameters bat wene

ghle to decrease CH, emission by up to 17.5% in animals
meeiving the highest O supplementation (1.2 g COVkg
SBEW) Momower, we observed that these e fiects had a lin-
ear eftect with no impact on DM in animals receiving or
not OO supplemantation.

Chemical composition of Urechloea sp

The chemical compasition of Lrechloa sp. agmes with
that mportad in previous studies considering a similar state
of maturity (Avallaneda Cevallos et al., 2008). The nutri-
ant concentration in the commercial concentrate closaby
matched that specified on the label provided by the feed
manoiaciurer.
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;‘”;ifm“i“":i“;“i:““ lems Cancla oil gkg TW? SEM®  Povale’
ammeoniacal mtrogen, pH., 0m (.40 080 1.3 L o]
protaoa, volatile fatly acids,
and rmathone MH -, el 5.5 T 330 44 ] 0T 0w

pH 4D 650 64T 6AR 0.1 07E 0w
Prosegoa, « J 8 ceflsdnl.
Enrvdinidas 18435 1265 LT T Ind <001 003
Haoleerickidae 167 148 n 3 T <001 074
Talal profoena niz 1413 Bl 130 401 <001 003
Volaile foy artds
TWEA, mM T3 745 T43 I 134 018 0492
Acetic, mol 100 mal w0l 554 T 55.5 094 <001 073
Propionic, meal’ 100 mol 1.1 na Pl NE 130 <001 0350
Butyric, mal 100 mol 1LE 1.7 0s 11.1 024 076 0.3
Valeric, molf 100 maol 13z 333 144 342 a3 <001 038
Io-buty ric, molf 100 mal 1.0 258 151 168 004 080 041
Isoevalesic, molf 100 mal .10 T v} | 214 03 aos 074
AP 34 T 154 133 0.7 <001 047
Infrared methame credvnioer
MER, mgfmin 0.52 083 0EZ2 0.4% 0.1a ool 025
CH,. gid=y I4E LR pitn | 2801 351 ool 025
CH,. gfkp DM .3 na M9 217 0.93 0ol sl
CH,. gfkp DNDF Tl Gh0 781 TIE 159 074 044
CH,. % GEI Y m) a03 794 T4 €70 043 0ol 0B
VIRW. shrunk body weight. BW 066 (MASEM, 20 16); *55W . standard error means: 'P-value linear and
quadratic; M N, sEmmoniz-nitrepen: TFFA, toial volatile fatty scids; *4:F, acetic acd o propiomic acid
ratin; MER, mathene amisson mie; O, mathene: DM, dry matier imtske: DYDF, dipesded neoiral deier
pent fiher, GEJ, pross energy intake. Ym=CH, energy loss, in proportion o the (GE]
Intake and digestibility lipid intaka'ke of live weight with the recommended amount

Animals in this study had a fat intake of 266, 4.53, 6.67,
and 8 30 cormesponding o the OO0 supplementation of .0,
(.40, 0E0, and 1.20 g OWkg 5BW mspectively. Although
animals at the highest OO0 supplementation level had a fat
intake of 8.3%, wa did not observe any effect on intzke. It
has been indicated that lipid supplementation shove T4 DM
generally decrease intzke due to 2n increase in circulating
LEA that cause moeptor activation in the satiety center of the
fypothalamus, and 2 potentizl reduction in fiber digastibil-
ity delaying passage rate (Allen, X680 Kumaretal., 20143
Several mechanisms can explain how dietary lipids inter
fere with ruminal fermentation, such as when long-chain FA
(prsent in 0], escape biohy drogenation and are potentizlby
toxic to bacteria responsible for fiker degradation (cellulo-
Iytic, gram +) and for methanogens and protozoa (Desbois
and Smith, 2000; Zeimat al., 2013). Furthermare, fats form
a physical layer on the fiber, preventing microbial dezrada-
tion, which has a detrimentzl e flect on voluntary intake Jen-
kins, 1993). However, restriction of supplemental fat levels
based on percemtage of inclusion in the diet of ruminants is a
limited concept. Currenthy, & batter indicator used is the total
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of | g of lipid intkefke of weizht (Zinn and Jorgquera, 2607).
[n our experiment, the proportion of lipid imakes was 0,49,
091, 1.27, and 1.68 g'kz BW for supplementation kevels of
U, 0,40, 08D, and 1.20 g Civkg SBW, respactively. Them-
fome, it was expected a poential redection in D& with (.80
and 1. 30000k 5BW teatments.

Monetheless, the effects of adding supplemental oils on
the intake and digestibility of fresh forage-based dists have
been inconsisent. Some stwdies on oil supplementation of
forage-based diets indicaie reductions in both feed intake
and overall diet digestibility (Bezechemin and MoGinn
208 Pavan et al., 2007; Cosgrove et al., 2008), while other
studies found moefiect on intzke (King et al., 19490 Wood-
ward, 26} In general, concentrate offer to gracing ani-
mals redwces grass intake due toa substitution effect bat the
todzl DM increases (Yazguez and Smith, 2000 ). Increasing
the OO supplemental level increased the DMI up to 16% at
the highest level of supplemeniation (Table 1), increasing
GE (Mcaliday ) intake by up to 26%. The effect of increased
DM, observed in the present study. agrees with Piflares-
Patiftpet al. {2016) in slears graring emperaie pastures, who
mparted an increase in DM of 9.4%. In an early report, Raid
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(195%9) indicates that the constant addition of supplemental
il to grazed grass may nmot produce abrupt changes in the
rumen environment and fanction; thus, DM intake muost not
be negative by affecied.

The2 main factor that limits weight gain in adult ruminants
in grazing is energy. Inclusion of oils in the dist increases
energy density and tofal tract energy dipestible because fats
are highly dizgestible and contain more than twofold mone
enargy than concentrates. MNutrsent digestibility was not
affected by the addition of OO, except for an increass in
energy (Mealkp: P-=00035) as the addition of C0 increaszd.
Lzda et al. (23} reported that compamed to un-supple-
mented cows. ruminal OM and fiber dipe stibility increased
markedly with 3% L5 supplementation fagquivalent o 1.55
oilkz BW) in cows on & forape-rich diet, with no effect on
total tract digestibility of O znd MDF. Thas, at egual
intakes, catile that moeive supplemental oils have preater
enerey availability even when ihe digestibility of some frac-
tions {ia., NOF) may be affecied.

Although the main objective of this expariment was o
determine the rolz of supplemental oil on the enzrgy intake
and decreass of methane production in catile under tropical
conditions. oil supplementation in grazing catile under tropi-
cal conditions may be cost prohibitive. However, tropical
plants such a5 Meriiga eleifera ssed, which has up to 0%
oil {Leone et al_, A016), may b zn alternative for sustain-
ahda livestock production systems that allow increasing the
enerey intake of the diat while reducing methane emissions.

Ruminal fermentation

The valees of rumen parameters ame in agreement with those
mparied by Ribieraoet al. (2016), in Mallone catile with a diet
based on suzarcane with different portions of conoenirate
(30 to 80} for N-NH; (187 to 30 me/idL). pH (649 to 6017,
and total protoeoa (2127 to 1748 10%mL.). The addition of
Fi can have 8 toxic eftect on romen protozoea (Machmil-
ler and Krearer, 199490, according to Onettd et al. (2001,
the numbers of protozoa in rumen decreased when fat was
added. Im the present study, the ratio of acetate propionaie
decreased significantly with the addition of canela oil, which
is consistent with the findings of Beauchemin and Molrinn
(A¥a) whene despile this decrease in the acetzie ratio and
the imcrease in propionate. there weane no found effects in the
decmasa of methana.

Methane emilssions

‘ariations in the values of methane emissions among stodies
are mainky dwe o the echnigque usad to measure methane and
the chemical composition of the forage consumed. Eneric
methane emission (g CH g ke DM in the control non-C0
supplemented cows in this study was 26.3 @ CHykg DM

{range 21.7-26.3 g CH kg DMLY, which is close to the val-
wes determined by Kennedy and Charmbay (201 2) for cattle
consuming pastures and tropical legumes (196 g DMI)
and by Beauchemin and MoGinn (X¥a; 20 ¢ CHy ke DMI)
for catthe on & barley silage (75%) and grain diet (seam-
molked barley, 19%). However, slighthy lower than the 28 2 of
CH /kz DMI reported for cattle prazing Lewcaena (MoGinn
atal, 2001 1) Itis evident that the methodology employed in
this stedy would produce results similar to those previoushy
meparted for cattle under comparable conditions.

Estimated methane emissions in grazing cows in this
study redwoed linearly according 10 COr inclusion level in the
diet, with the highe st inclusion redocing nearly 17% dailby
methane output. Several stedies have reported that lipids
reduce CH, production in the rumen by different mecha-
nisms (Dohme et al., X8 Machmiiller et al, 2000; Bayat
et al | X018 Muofioz et al., 2019: Nozueiraat & A7) Simi-
lar to our findings, Moate et al. (3011} showed that lactating
cows diets (60:40 ratio of forage: conoentrale) containing
51, 52, and &5 g fat’kp DM decreased emissions of CH , (gf
dayl in a linear tashion (7.4, 4.5 and 10.2%., mespactively),
compared to a coniral diet. Beauchemin et al. {2007)
meported that the addition of sunflower oil. rich in linoleic
acid (C 18:2), was effective in edocing the emissions of CHy
by 14% (177 dvs. 152.7 g/day) and 11.5% (20 vs 177 gf
ke D&M} when added to 3.4% inclusion. A stody by Wood-
ward {200&), carried oot with lzctating dairy cows fed pas-
ture foraze dominzied by perennial ryegrass (13.5-15.0 kg
DML day) supplemented with 500 g of fish oil, reported a
medoction (compared to the conmol) in the CHy yield of 27%.
Orverall, these studies show that sddition of fatty acids (fats
or oils) to catthe dists seems to have decreasing effect on
CHy emissions megardle ss of the source and the feed that
animals ae offerad.

In our study, the rate at which CH, decreased was 3.6%
pereach 1% oil added to the diet. Consistent with this,
Martin et al. (20100 in 2 metanalysis with 67 in vivo dizts
tor sheep, beef, and dairy catile estimated an average 3.8%
decrease inenteric CH, (ke DMI) with each of 1% added
fat. From a similar metz-analysis study on cattle, foreach
perceniaze increase of fals, methane emissions decline by
13.4 piday (e, 3.77% compared with diets without fath or
(.68 pfke DM (a= 105) within dietary fat concentrations
of 1.24-11.4% (Patra, 2013} In a recent mets-analysis
study in dairy cattle {12 stedies including 362 individual
measuraments) under an standzrd TME diet contzining
30 g of lipids'kg DMI, researchers estimated that for each
| % addition of fat in the dizt. methane emissions decreased
by approximately 3.5% (Moake et al., 2016) Hristoy et al.
(2013a) consider that concentraies can influence the
mduction of enteric CH, from 35 to 40% of inclusion,
but at higher inclosion kevals (> 4% ). 2 decreasa in fiber
digestibility may be observed. In this frizl, the decreasa in
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methane could partially be explained by a direct effect of
oil on ruminal methanoge nesis, and although there was &
reduction of digestibility of ruminal NIV, this considering
that oil suppkementation tended (F =0.06) to redece total
tract WOVF digestion and greater than 90% of tolal MDF
digestion occurs in the rumen (Huhtanen et al., 20000,
in this trial, the decreass in methane was not due to the
amount of MED digested (Tablke 3).

The decrezsa in methane emission is also evaluated as
CH, energy loss, in proportion to the gross energy intake
(GEIl)., a variable known as Y'm, which is important to
de e rmine the effect on the efficiency of enerzy utilization
of the animal (Beawchamin et al. 2022). Enteric methane
emission represents 4 loss of 2 to 12% of GEI (Johnson
and Johnson, 1995). The IPOC (2006) (ther 2 laval) use
the comversion facior Ym=6.5% + 1% of GEI for non-
feedlot cattle (fed concentrate diet-< 9% of toial intake).
However, it was developed from a dataset on Sos fasrues
fed temperate. Using various studies to estimate modals
in tropical conditions, the sverage Ym valee was 5.84%
ranging from 1.9 to 106 (Patra, 2017). Keewpila and
Sommart (20 16) indicate that the value in tropical condi-
tions is B.4% £ 0.4%. Tee et al. (2022} estimated the ¥'m
value of 8.3%, in tropical baef cattle systems and when
fed diats with higher forage content. In our study, we
abserved a range batween 6.7 and 9053% (pverage T.9%),
and it decreased to 6.7 % with the highest inclusion of OO,
It will be important to develop models that estimake the
methane conmversion factor, considering different dietary
situations such as dietary lipid concentration.

We concluded that canola oil supplementzd at 1.2 g
CiWkg SBW (54%) in cows prazing tropical fodder and
suppleme nted with a fixed amoont of commercial con-
centrate increasas the total energy intake and efficiency of
rumen fermentation, thereby increase the DE valoe (Meal!
kzh of the diet by up to 12.4% and reducing the emission
of entaric methane by up to 17.5%. Therefore, alterns-
tiva spurces of oil, such as tree seeds, should be sought in
sustainable production sysems under tropical conditions.
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