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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el
efecto del consumo de fibra de alta calidad so-
bre el desarrollo de la microbiota ruminal, en
comparacion con la administracion de concen-
trado comercial de iniciacion, ambos como su-
plemento del lacteo, bajo un programa de cria
acelerada. Se realizé un ensayo in vivo con 20
terneros Holstein machos, con adecuada trans-
ferencia pasiva de inmunidad, que se dividie-
ron aleatoriamente en dos grupos (n = 10). En
un grupo, la dieta consistio en sustituto lacteo
mas concentrado comercial de iniciacion y el
otro grupo recibié el sustituto lacteo mas fibra
de alta calidad. Durante la semana 8 los ter-
neros se deslecharon progresivamente. Luego
del desleche y hasta la semana 11 los terne-
ros de ambos grupos tuvieron libre acceso al
mismo heno de alfalfa y concentrado comercial
recibido en la etapa lactante. Mediante sonda
oro esofagica se tomaron muestras de conteni-
do ruminal en la semana 5y 11 y se secuencié
la regidon V4 del gen bacteriano ribosomal 16S
mediante lllumina MiSeqx250. La microbiota
ruminal fue significativamente diferente entre
las dos dietas a la semana 5, tanto en compo-
sicion como en diversidad, pero a la semana
11, no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos.

SUMMARY

The objective of this study was to determi-
ne the effect of high-quality fiber intake on the
development of the ruminal microbiota, in com-
parison with the administration of commercial

starter concentrate, both as a dairy supple-
ment, under an accelerated rearing program.
An in vivo assay was performed with 20 male
Holstein calves, with adequate passive trans-
fer of immunity, which were randomly divided
into two groups (n = 10). In one group, the diet
consisted of milk replacer plus commercial
starter concentrate and the other group recei-
ved the milk replacer plus high-quality fiber.
During week 8 the calves were progressively
weaned. After weaning and until week 11, the
calves of both groups had free access to the
same alfalfa hay and commercial concentrate
received in the lactating stage. Samples of ru-
minal contents were taken at weeks 5 and 11
by esophageal probe and the V4 region of the
16S ribosomal bacterial gene was sequenced
using lllumina MiSegx250. The ruminal micro-
biota was significantly different between the
two diets at week 5, both in composition and
diversity, but at week 11, no significant differen-
ces were found between treatments.

INTRODUCCION

El desarrollo del rumen y particularmente de
la microbiota ruminal es de suma importancia
para los terneros previo al desleche (Khan et
al., 2016). El establecimiento de la microbiota
ruminal posibilita que se produzcan procesos
de fermentacion de los alimentos sélidos y la
produccion de metabolitos que constituyen el
principales estimulo para el desarrollo del epi-
telio ruminal (Khan et al., 2016). Segun la re-
comendacion mas extendida, la alimentacion
pre-desleche de los terneros deberia limitarse
al consumo de alimentos lacteos y concentrado
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de inicio (NASEM, 2021). A partir de la imple-
mentacion de los sistemas de cria acelerada,
en los que se suministra mayores volumenes
de leche y en dénde la proporcion de nutrien-
tes provenientes de alimento sdlido es menor
en comparacion con los sistemas de cria tradi-
cionales, se ha recobrado interés por el uso de
forrajes (Khan et al., 2016). En los ultimos afios
se ha reconocido la importancia de incluir fo-
rraje en la dieta de los terneros para mantener
la integridad del epitelio ruminal, promover el
comportamiento de rumia y reducir los compor-
tamientos orales no ingestivos (Suarez-Mena
et al., 2016). Sin embargo, la informacién cien-
tifica sobre los posibles efectos del suministro
de forraje de alta calidad como unico alimen-
to en la dieta de terneros lecheros durante la
etapa lactante es limitada. Por lo tanto, el ob-
jetivo de este estudio fue determinar el efecto
del consumo temprano de fibra de alta calidad
sobre el desarrollo de la microbiota ruminal, en
comparacioén con la administracion de concen-
trado comercial de iniciacion.

MATERIALES Y METODOS
Diseno

El ensayo se realizdé en el Campo Experi-
mental N°2 del Instituto de Produccién Animal
de la Facultad de Veterinaria (ruta 1 Km 42,
Libertad, San José). Se utilizaron 20 terne-
ros Holstein, machos (40 + 2,0 kg de peso y
4 * 2 dias), con adecuada transferencia pasi-
va de inmunidad (> 8,4% Brix; Deelen et al.,
2014), los cuales fueron divididos al azar en
dos grupos. Ambos grupos recibieron 8 litros
diarios de sustituto lacteo (diluido al 12,5% de
MS, 21,5% PB y 20,1% EE) hasta la semana
7 de vida y durante la semana 8 fueron des-
lechados progresivamente. La diferencia entre
las dietas radicé en el alimento sélido ofrecido
a los animales desde la primera semana has-
ta las 8 semanas de vida. Uno de los grupos
recibié heno de alfalfa (90,5% de MS, 16,0%
PB y 40,4% FND) y el otro grupo recibié con-
centrado de inicio (90,0% de MS, 18,0% PB
y 17,9% FND). Durante la semana 9, 10 y 11
ambos grupos tuvieron acceso ad libitum tanto

al mismo heno de alfalfa como al concentrado
comercial recibido en la etapa lactante, por lo
tanto, la dieta de todos los animales fue heno
de alfalfa y concentrado.

Muestreos y secuenciaciéon

Alas 5 y 11 semanas se recolecté conteni-
do ruminal mediante sonda oro esofagica y se
guardaron las muestras a -80°C para su poste-
rior procesamiento. Dicho procesamiento con-
sistié en la extraccién de ADN total mediante
el kit comercial Zymo Fecal/Soil Minikit y la se-
cuenciacién del gen ribosomal 16S mediante la
tecnologia lllumina MiSeq 2x250.

Procesamiento de datos

Los datos generados se procesaron con el
paquete R dada2 (Callahan et al., 2016a) si-
guiendo el pipeline presentado en el repositorio
de GitHub (https://benjjnn.g.gubub.io/dada2)
y por Callahan et al. (2016b). Los recuentos
se normalizaron calculando las abundancias
relativas de cada ASV (Amplicon Sequence
Vaiant) en cada muestra y se calcularon ma-
trices de distancia utilizando los métodos de
Jaccard (presencia/ausencia), Bray-Curtis
(abundancia), UniFrac (relacion filogenética)
y Weighted-UniFrac (relacion filogenética pon-
derada por abundancia). Los parametros de
diversidad alfa se calcularon usando la funcion
estimate_richness, implementada en phyloseq
con funciones del paquete vegan.

Analisis estadisticos

Los parametros de diversidad alfa se com-
pararon mediante una prueba de Kruskal-Wa-
llis (umbral de p establecido en 0,05). Para
evaluar el efecto de la dieta y el tiempo en la
comunidad bacteriana, se realizdé un analisis
de varianza multivariante con permutaciones
(PERMANOQOVA) con la funcion adonis (paque-
te vegan) usando la matriz de distancia Wei-
ghted-Unifrac (matriz~Dieta*Tiempo). Se uti-
lizaron las funciones betadisper y permutest
para probar la homogeneidad de la varianza
(permutaciones = 1000). Las abundancias di-
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ferenciales entre los grupos control y tratado
se determinaron con el paquete DESeq2 (tes-
t="Wald”, fitType="“local”, p-ajustado<0,1). Se
realizé un analisis SIMPER (paquete vegan)
para determinar qué género contribuyo signifi-
cativamente a las diferencias entre tratamien-
tos y luego se compararon las abundancias re-
lativas de esos géneros mediante la prueba de
Kruskal-Wallis (umbral de p en 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 223 géneros y 2321 ASV dife-
rentes fueron definidos, de los cuales 31% no
pudo ser asignada su identidad a nivel de gé-
nero. Se encontraron diferencias significativas
entre la comunidad microbiana a la semana 5
(p = 0,001), pero dichas diferencias no fueron
detectadas luego del desleche en la semana
11 (p = 0,7). Las diferencias mas importantes
en la composicion de la comunidad ruminal a
las 5 semanas estuvieron asociadas con el tipo
de dieta. Es asi como se observo un aumento
de grupos degradadores de fibra, tales como
Methanosphaera y Butyrivibrio en los animales
alimentados con heno de alfalfa, mientras que
los animales alimentados con concentrado de
inicio se observé un aumento de grupos de-
gradadores de carbohidratos y azucares como
Megasphaera y Olsenella.

En la Figura 1 se puede observar que a las 5
semanas las comunidades microbianas de los

Figura 1. Escalamiento multidimensional no métrico (Non-me-
tric Multidimensional Scaling, NDMS), utilizando diferentes
matrices de distancia. Los colores representan las diferentes
dietas al comienzo del ensayo (heno de alfalfa = negro, con-
centrado de inicio = gris); y las distintas formas representan los
tiempos de muestreo (circulo = semana 5, triangulo = semana
11).
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animales que consumieron solamente heno se
separan de los que consumia concentrado ya
sea a las 5 0 a las 11 semanas de vida. Un
patron similar se pudo observar al analizar los
indices de alfa-diversidad, que fueron mayores
en los animales que sélo consumian concen-
trado a las 5 semanas o concentrado mas fibra
durante la semana 11. El consumo de concen-
trado antes y después del desleche implicé una
disminucién de la diversidad de la microbiota
ruminal, lo cual podria deberse tanto a las dife-
rencias en los sustratos fermentados, como al
pH ruminal y el desarrollo del epitelio ruminal
de los terneros.

CONCLUSION

En comparaciéon con el consumo de con-
centrado de inicio, el acceso de los terneros a
fibra de alta calidad, durante la etapa lactante,
aumenta la diversidad de la microbiota rumi-
nal. Sin embargo, dichas diferencias desapa-
recen dos semanas luego del desleche, por lo
que parece poco probable que la alimentacién
pre-desleche genere efectos a largo plazo so-
bre la microbiota ruminal de los terneros.
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