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Resumen del proyecto

La ganaderia en Uruguay es clave para su desarrollo econémico y social, y la generacion de servicios
ecosistémicos, pero también es una gran fuente de emisiones de gases de efecto invernadero, en especial
de metano. Para enfrentar este desafio, el proyecto se enfocé en contribuir a maximizar el aporte de la
seleccion genética a la sustentabilidad ganadera, con eje en eficiencia de conversidén y emisiones de
metano. El trabajo combiné mediciones de consumo de alimento, eficiencia de conversién, emisiones de
metano y andlisis del microbioma ruminal. Se evaluaron toritos y novillos Hereford en diferentes etapas de
alimentacion, y se analizaron muestras ruminales usando técnicas genémicas avanzadas. Asi, se
identificaron asociaciones entre la genética de los animales, su microbiota y su eficiencia de conversién de
alimento. Los resultados mostraron que animales mds eficientes consumen hasta un 20% menos alimento,
reduciendo costos sin afectar su crecimiento. Ademds, estos animales tienden a emitir menos metano,
contribuyendo a las metas de mitigacion de Uruguay. También se encontré que ciertos microorganismos del
rumen tienen un papel importante en estas caracteristicas, abriendo nuevas oportunidades para
estrategias de seleccion genética y manejo nutricional. El proyecto fortalecié las capacidades nacionales en
medicion de metano y andlisis metagendmicos y metatranscriptémicos, generando datos Unicos sobre la
microbiota ruminal, que podrdn ser utilizados en futuras investigaciones orientadas a la mitigacién de las
emisiones de metano, sin comprometer la productividad ganadera.

Ciencias Agricolas / Biotecnologia Agropecuaria / Tecnologia GM, clonacién de ganado, seleccién asistida,
diagnésticos, etc. / Biotecnologia y mejoramiento genético

Palabras clave: metagenémica ruminal / metatranscriptémica ruminal / intensificacién sustentable /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.

La mitigacidon de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) es un desafio global para la
disminucién de los impactos del cambio climdtico, en el Acuerdo de Paris y el Global Methane Plegde, los
cuales Uruguay ha suscrito. Del total de emisiones de GEI de Uruguay, el 73% corresponde al sector
Agricultura, siendo el metano el principal GEI en este sector (BTR1, 2024). Dado que el 96% de las emisiones
de metano de este sector son debidas a la fermentacion ruminal (metano entérico), la implementacion de
estrategias para el sector pecuario tendrd un impacto significativo en alcanzar la metas de mitigacion
nacionales.

En las Contribuciones Determinadas a nivel Nacional (CDN) publicadas en 2022 y 2024 establecen metas
especificas para el sector ganadero expresadas en términos de intensidad de emisiones de metano, que es
definida como las emisiones absolutas de metano por cantidad de producto. Esta forma de expresion
considera el equilibrio entre emisiones de metano y la productividad de manera de que el foco en
mitigacién no vaya en perjuicio en la produccién ganadera, la cual tiene un papel estratégico dado su
importancia econémica, social y ambiental (CDN3, 2024). Ademds, la expresidn de objetivos de mitigacion de
esta manera permite capitalizar mejoras de productividad para alcanzar dicha meta. Las CDN de Uruguay
definen varias estrategias para alcanzar la reduccion de la intensidad de emisiones de la ganaderia, entre
las cuales se encuentra el mejoramiento genético por seleccion (CDN3, 2024) y para la cual el pais cuenta
con un sistema de evaluacion genética para las principales razas de larga data (Navajas et al., 2022).
Ademds de mejora genética de la productividad por seleccidon de las caracteristicas vinculadas a la
produccion y calidad del producto, la eficiencia de conversion del alimento ha sido planteada como un
potencial criterio con impacto econdmico y ambiental. Existe evidencia de que la mejora de la eficiencia de
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conversion, medida como consumo residual del alimento (RFI, residual feed intake, Koch et al., 1963),
permite reducir el consumo de materia seca (lo que disminuiria los costos de alimentacion) sin afectar el
desempefo productivo (Cantalapiedra-Hijar et al., 2018). Esto implica beneficios econdmicos al contribuir a
la reduccidn de los costos de produccion, sin comprometer ingresos por produccién.

A su vez el menor consumo de alimento podria implicar menores emisiones de metano, ya que como sehnala
Kenny et al. (2018) el nivel de consumo y el tipo de dieta son determinantes claves de la cantidad de metano
emitido por los rumiantes. Si bien varios estudios han encontrado que los animales mds eficientes emiten
menos metano entérico, otros no han reportado diferencias. Esta divergencia de resultados ha sido
atribuida a diversos factores como el tipo de dieta utilizada, estado fisiolégico del animal y métodos
utilizados para medicidn de la emisiones individuales de metano.

La capacidad de medicidn de metano emitido es uno de los factores claves para la evaluacion de
estrategias de mitigacion. Si bien existen actualmente varios métodos de medicion del metano entérico,
continua siendo una determinacidn de alto costo y que requerimiento tecnolégico muy demandante, lo cual
dificulta el poder contar con registros en nimeros elevados de animales y por periodos prolongados
(Tedeschi et al., 2022). Esto lleva a que al desarrollo de nuevas alternativas de mediciéon y un proceso de
evaluacion y mejora continua de los protocolos con los métodos ya disponibles, siendo este un proceso en el
cual la generacidn de capacidades y formacion de recursos humanos es clave.

A pesar de las dificultades de la medicidn de metano, estudios en ganado de carne y leche reportan que es
una caracteristica que estd bajo control genético, con heredabilidades moderadas entorno de 0,20 a 0,25
(Dressler et al., 2024). Esto indica que existe potencial de reducir las emisiones de metano a partir de la
seleccidn genética de animales que emiten menos, lo cual ha llevado a la generacién de iniciativas globales
para acelerar su implementacion, como el “Enteric Fermentation R&D Accelerator” (GMH, 2024). La
cooperacion internacional en estas iniciativas busca superar las restricciones de captura de informacién de
emisiones de metano, a partir de la construccidn de bases de datos mundiales.

La comunidad de microorganismos (bacterias, arqueas, protozoos, hongos y virus) que habitan el rumen
(microbiota ruminal) tiene un rol fundamental en la produccidén de metano entérico. Esta es responsable de
la digestién del alimento a través de la fermentacion, proceso que genera dcido grasos voldtiles que
constituyen la fuente primaria de energia para el animal, asi como metano como subproducto de dicho
proceso. El microbioma ruminal, que relne todas el contenido genético desempena un papel fundamental en
el sistema digestivo del rumen de un animal al codificar las enzimas que se requieren en el proceso
digestivo y fermentacidn del alimento consumido. Profundizar en el conocimiento del microbioma ruminal es
necesario para el diseno de estrategias de mitigacion, y la compresion de su impacto y efectividad en el
largo plazo (Waters et al., 2025). Adicionalmente, la caracterizacion de la microbiota ruminal y su asociacién
con estas caracteristicas aporta a la identificacién de potenciales biomarcadores para la prediccién
fenotipica de estas caracteristicas de dificil medicién. Estos biomarcadores pueden considerarse como
posibles proxy para aplicar para la expansién de las bases de datos requeridos para la seleccion.

En el caso de la contribucion de la seleccién genética, se ha propuesto que el uso conjunto de informacién
del microbioma y gendmica del animal podrian contribuir a incrementar la precisién de la seleccién por
animales que emiten menos metano (Gonzdlez-Recio et al., 2023a) o de mayor eficiencia de conversion de
alimento (Martinez-Boggio et al., 2024). Se ha determinado que tanto la composicion de la microbiota, la
diversidad microbiana como la funcionalidad metabdlica del microbioma son heredables (Li et al., 2019,
Martinez-Alvaro et al., 2022, Gonzdlez-Recio et al., 2023b).

Dada el rol de la seleccidn genética para la mayor sostenibilidad de la produccién ganadera y la influencia
de la genética animal y el microbioma ruminal en emisiones de metano y eficiencia de conversién, este
estudio tuvo como objetivo general contribuir a maximizar el aporte de la mejora genética a la
sustentabilidad econdmica y ambiental de la produccién de carne bovina a partir de la caracterizacién de
las asociaciones entre la microbiota ruminal y el genotipo del animal en las caracteristicas mencionadas.
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El proyecto tuvo tres componente principales:

1) el estudio de la relacidn entre eficiencia de conversidn y emisiones de metano entérico de novillos
Hereford durante la recria y la terminacion. Las dietas utilizadas en cada fase difirieron en la relacion de
fibra y grano, lo que permitié tener en cuenta el efecto de la alimentacién en la relacion entre ambas
variables;

(2) la realizacién de estudios metagendmicos y meta-transcriptomico para la caracterizacion taxonémica y
funcional de la microbiota ruminal de los animales con informacién de eficiencia de conversidn y emisiones
de metano, realizada a través de diferentes estrategias gendmicas; y

(3) investigacidn de la relacién entre el genotipo del hospedero y la microbiota ruminal en eficiencia de
conversién y emisiones de metano, contando con la estimacién de la heredabilidad de los fenotipos y de la
microbiota.

Metodologia/Disefio del estudio

En este proyecto se combinaron varias dreas de trabajo novedosas: 1) fenotipado de eficiencia de
conversion (EFC) y emisiones de metano entérico (EME); 2) la colecta de muestras de liquido ruminal (LR) y
su procesamiento para su almacenaje y posterior andlisis; 3) un abordaje multiémico funcional para
comprender la estructura poblacional en relacién con el estado funcional del microbioma ruminal, a través
de diferentes estrategias de secuenciacion masiva y bioinformdtica.

Las pruebas de EFC, mediciones de EME y colecta de LR fueron llevados adelante en Central de Pruebas
Hereford en Kiyt (Comité de Etica INIA, INIA2018.11). El procesamiento de las muestras de LR, almacenaje y
posterior preparacion para envio a secuenciar se realizo en el Banco de ADN Gendémico en INIA Las Brujas.
Los estudios relativos a la gendmica del hospedero fueron complementados con datos genémicos
disponibles en INIA.

1. Fenotipado de eficiencia de conversion y emisiones de metano entérico.

Se realizaron las mediciones de EFC y EME en toritos y novillos Hereford en recria y terminacidn. Se
llevaron a cabo pruebas de EFC de 70 dias, luego de un periodo de 28 dias de acostumbramiento a la dieta
y las instalaciones para las mediciones de consumo individual de alimento. Dichas mediciones se realizaron
utilizando comederos automatizados (GrowSafe Systems Ltd) que permiten el registro individualizado en
base a la lectura de la caravana electrénica. Los animales fueron alimentados ad libitum con una racién
totalmente mezclada (RTM) ofrecida en dos entregas diarias, caracterizadas por Peraza et al. (2024) y
contaron con acceso a agua ad libitum. En cada prueba se registré el peso vivo cada 14 dias, sin ayuno
previo. Ademds, el peso vivo inicial y final se registraron como la media de dos pesos tomados en dias
consecutivos al inicio y fin del periodo estudiado, sin ayuno previo (BIF, 2016). Con esta informacion se
estimo la ganancia media diaria (GMD) por regresion lineal, aceptando aquellas con R2 mayores a 0,95, y se
calculé el peso metabélico medio (PMM). Al finalizar las pruebas, técnicos certificados de INIA realizaron
mediciones del espesor de grasa dorsal (EGD) por ultrasonido (ALOKA® modelo SSD-500).

La medicion de EFC fue realizada a través del consumo residual de alimento (RFI, residual feed intake),
definido como la diferencia entre el consumo observado y el esperado de acuerdo con el peso y crecimiento
del animal (Koch et al., 1963). La estimacidn del RFI para recria y engorde se baso en la ecuacién propuesta
por Basarab et al. (2003) (Pravia et al., 2022):

CMS = Prueba*corral + b0 + b1 GMD + b2 PMM + b3 EGD + e

Donde Y es el CMS, Prueba es el periodo de evaluacién, Corral corresponde a uno de los dos corrales
disponibles, b0 es el intercepto, b1, b2 y b3 son los coeficientes de regresion correspondientes a GMD, PMM
y EGD, respectivamente, y e es el residuo.

Se utilizaron dos unidades del Sistema de Monitoreo de Emisiones de Greenfeed (GEM; C-Lock Inc., Rapid
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City, EE. UU.) para la mediciéon de las EME durante las pruebas de EFC, precedidos de una semana de
entrenamiento y aclimatacién. Estas unidades son estaciones de alimentacion visitadas voluntariamente con
acceso las 24 horas para recibir una pequena recompensa de alimento (pellets), que fueron formulados con
similar composicion y energia que la RTM.

Mientras los animales visitan la unidad, un sistema RFID los identifica, y un ventilador aspira aire sobre la
cabeza del animal colectando el metano y el anhidrido carbdnico exhalados por cada animal durante la
visita (Navajas y Peraza, 2024). El software del GEM informa sobre las EME individuales en gramos por dia.
Para el andlisis de datos, con greenfeedr (Martinez-Boggio et al., 2025), se utilizaron al menos dos registros
por dia, con al menos tres dias con registros y de una duraciéon minima de 2 minutos. La media de visitas
por animal fue de 1,8 y 1,9 distribuidas a lo largo de todo el dia para todos las dietas de recria y
terminacion, respectivamente.

Las variables de EME consideradas los estudios incluyeron: a) valor absoluto de EME (g/dia), cuya
relevancia proviene del objetivo de reducir las emisiones totales, y por ser base de las demds métricas; b)
intensidad de metano se refiere a las EME absolutas en relacién con la produccion (kg de peso vivo o
ganancia de peso), y es utilizada en la CDN de Uruguay (CDN3, 2024); y c) rendimiento de metano, que
cuantifica las EME por unidad de consumo de alimento, expresadas ya sea como consumo de materia seca
(CMS) o0 como contenido energético del alimento. Expresar el metano en relacién con el CMS permite
demostrar qué tan eficiente es una estrategia de mitigacidn, independientemente de los cambios en el
consumo, principal determinante de las EME absolutas y asociado al desempefio animal (Tedeschi et al.,
2022). La bases de datos total estd descripta en el Anexo 1.

2. Colecta de liquido ruminal y procesamiento para posterior andlisis

Se recolectaron muestras ruminales dentro de los dos dias posteriores a la finalizacidn de cada prueba de
EFC. El muestreo se realizé durante dos mananas consecutivas, mientras los animales adn permanecian con
la misma dieta. Los animales fueron retirados del corral a las 6:00 a.m., y el proceso de muestreo
comenzaba a las 8:00 a.m. con el fin de evitar la obtencién de muestras ruminales diluidas.

El LR se recolecté utilizando una sonda oral, que es el método recomendado para su uso in vivo (Gonzalez-
Recio et al., 2023b). Las sondas utilizadas fueron de 18 mm de didmetro y 220 mm de longitud, conectadas a
una bomba manual. Para evitar la contaminacién cruzada, se utilizé una sonda individual por animal, y la
bomba fue limpiada cuidadosamente entre cada uso. Se tomaron muestras de las fracciones liquida y sélida
del contenido ruminal en tubos de 50 mL, donde se midieron el pH y el peso. Para preservar la integridad de
las muestras, los tubos se colocaron de inmediato sobre hielo seco, asegurando su congelacién completa.
Posteriormente, las muestras fueron transportadas al laboratorio y almacenadas a 780°C en INIA Las
Brujas. Alli fueron liofilizadas utilizando un equipo Labconco Freeze Dry System/FreeZone® 4.5 (LABCONCO
Corporation, Kansas City, MO, EEUU) (Peraza et al., 2024a).

3. Secuenciaciéon de muestras de liquido ruminal

Para los estudios metagendmicos y meta-transcriptdémicos para de caracterizaciéon taxondmica y funcional
del microbioma ruminal se utilizaron las siguientes metodologias.

3.1 Secuenciacidn por representacion reducida con enzimas de restriccion

En marco del proyecto Enteric Fermentation Flagship, financiado por la Global Research Alliance, se
secuenciaron muestras de LR utilizando la metodologia de secuenciacion por representacién reducida con
enzimas de restriccidn (restriction enzyme—reduced representation sequencing, ER-RRS), una técnica de
bajo costo propuesta por Hess et al. (2020). Se secuenciaron alrededor de 800 muestras de LR provenientes
de animales con informaciéon sobre EFC y EME, medidas en el marco de este proyecto, asi como también
muestras recolectadas previamente y que se adicionaron al proyecto.
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3.2 Secuenciacidn shotgun

La secuenciacién metagendmica shotgun es una herramienta valiosa para explorar la diversidad genética y
las capacidades funcionales de las comunidades microbianas, debido a su capacidad para secuenciar todo
el DNA presente en una muestra (Ranjan et al., 2018). Esta técnica captura una representacion bastante
completa del microbioma, permitiendo la identificacién de varios organismos, incluyendo bacterias, virus y
otros microrganismos eucariotas. El proceso de la secuenciacién metagendmica implica normalmente la
fragmentacion aleatoria del ADN extraido de una muestra, seguida de la secuenciacion de estos fragmentos
para producir millones de lecturas cortas, que se utilizaran después para reconstruir genomas y dilucidar
la composicidn taxondmica de las comunidades microbianas (Sato et al., 2024). La extraccion de DNA y
posterior secuenciacidn se realizaron en la empresa NOVOGENE Inc. a partir del material enviado en hielo
seco a sus laboratorios. Se realizé la secuenciacién con librerias PE de 150bp utilizando la tecnologia
Illumina NovaSeq 6000 Sequencing SystemNOVASeq. Distintos paquetes en la suite OmicsBox v3.3.2 (2024)
fueron utilizados para el andlisis y visualizacién de los datos, en controles de calidad, diversidad y estudios
diferenciales. Se enviaron 30 muestras de animales pertenecientes a pruebas de EFC de recria y engorde y
clasificados como de alta y baja EFC y que contaban con EME.

3.3 Secuenciacion por meta-transcriptomica.

Esa técnica representa un avance significativo en la comprension funcional de las comunidades microbianas
al determinar la expresidn activa de los genes en base al andlisis del total del ARN extraido de una
comunidad microbiana. Proporciona informacidn sobre la identidad de los organismos presentes, como en la
metagendmica, asi como sobre su dindmica funcional, lo que resulta esencial para comprender los procesos
metabélicos y las interacciones funcionales entre organismos (Mallick et al., 2017; Ranjan et al., 2018). El
proceso implica la extraccidon del ARN total, seguido de la eliminacion del ARN ribosémico (ARNr). Esto
facilita la secuenciacidon del ARNm, precursor de proteinas y otros tipos de transcritos activos cruciales
para la funcién de la comunidad. Para el andlisis se han desarrollado herramientas computacionales y
lineas bioinformdticas avanzadas que permiten analizar y normalizar con precisién los datos meta-
transcriptémicos (Westreich et al., 2018).

La extraccion de ARN y posterior secuenciacion se realizé en la empresa NOVOGENE Inc. a partir del
material enviado en hielo seco de 40 muestras de animales pertenecientes a EFC en fases de recria y
engorde y clasificados como de alta y baja EFC y que cuentan con mediciones de EME. La secuenciacion fue
realizada con librerias PE de 150bp utilizando la tecnologia Illumina NovaSeq 6000 Sequencing
SystemNOVASeq. La calidad de las lecturas crudas fue evaluada mediante el software FASTQC, que fueron
luego procesadas con el pipeline SAMSA2 (Westreich et al., 2018), que realiza un recorte de las secuencias
obtenidas empleando el software trimmomatic (SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:70). El pipeline asume que
las lecturas tienen un inserto corto, por lo que se debié modificar el paso de filtrado de reads ribosomales
con SortMeRNA para que también filtre los reads que no fueron unidos con PEAR. Tanto los reads unidos
como los que no lograron ser unidos por PEAR fueron utilizados para un paso agregado al pipeline de
ensamblado del meta-transcriptoma de la muestra utilizando SPADES (Bankevich et al., 2012). Los
transcritos resultantes fueron anotados por el mismo método que emplea el pipeline, contra una base de
datos custom con datos de genomas bacterianos de RefSeq concatenada a los genomas de archaeas de
RefSeq. Ademads, se utilizaron paquetes de la suite OmicsBox v3.3.2 para el andlisis y visualizaciéon de los
datos, tanto en controles de calidad, diversidad y estudios diferenciales.

3.4 Secuenciacion por Hi-C
En el Banco de ADN se procesaron muestras de 6 animales pertenecientes a la dieta de recria del afo
2023, 3 de alta EFC (LRFI) y 3 de baja EFC (HRFI) y con informaciéon de EME, que fueron enviadas a
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PhaseGenomics. Se enviaron muestras de DNA y muestras procesadas con un crosslinker para secuenciar
todo el material genético de cada muestra y asociar microorganismos y componentes.

La obtencion de genomas completos es base para la identificacion de genes asociados con metabolismo y
digestion de nutrientes en bacterias presentes, la presencia de genes de resistencia a fagos o mecanismos
de defensa, genes bacterianos de fermentacién, produccién de dcidos grasos voldtiles, y enzimas
digestivas entre grupos. Asimismo, el armado de genomas completos posibilita un andlisis transcriptémico
de mayor precisién en el experimento de meta-transcriptoma.

La comparacidn de interacciones entre bacterias y virus permitirdn realizar un andlisis de coocurrencia
microbiana para determinar si ciertas especies estdn enriquecidas o ausentes en cada grupo, como
también identificar especies clave dentro de las redes, que podrian estar relacionadas con la EFC o las
EME.

Resultados, andlisis y discusién

1) Estudio de la asociacién entre eficiencia de conversidn y emisiones de metano, y determinacién de
factores de emision.

La mejora de la eficiencia de conversion del alimento (EFC) estd asociada a una reduccion del consumo de
alimento que no afecta el desempeno. Las diferencias de consumo, entre los animales de alta y baja
eficiencia estdn en el entorno del 15 al 23% del consumo promedio, esto es tanto para la recria como en el
terminacion. Esto conlleva a una contribucidn significativa a la reduccion de los costos de produccién, ya
que la alimentacion representa entre 70 y 80% de los mismos.

La asociacidén fenotipica entre las EFC entre la recria e terminacion, asi como de las EME, calculada para
los animales que se incluyeron en este estudio, fueron moderadas, presentando valores de correlacion de
0,52 para el consumo residual de alimento y de 0,54 para las emisiones de metano.

La reduccion en el consumo estd asociada a menores emisiones de metano, aunque estd relacién no es
siempre proporcional, ya que intervienen otros factores que también influyen en la disminucién de las
emisiones (calidad de la dieta, genética animal, microbiota ruminal, etc). Las correlacidn observadas entre
consumo y emision fueron de aproximadamente 0,51 para la etapa de la recria 'y 0,42 en la de engorde.

La correlacién fenotipica entre los datos de eficiencia de conversién y las emisiones de metano fueron de
0,13y 0,20, para la recria y el engorde respectivamente. Esto no es claro aun en la literatura, ya que la
eficiencia estaria midiendo una eficiencia que no es solo la digestiva,

Se ha cuantificado, en coincidencia con otros estudios, que una mayor EFC se asocia a un mayor valor de
rendimiento en las emisiones de metano (MY — Methane Yield). Esto se explica porque los animales mds
eficientes, al consumir menos, presentan mayores emisiones de metano por unidad de consumo. En nuestros
estudios para la recria, los valores de MY fueron de 19,3 y 15,6 (gCH4/kg de alimento) para los animales de
alta y baja EFC respectivamente, representando una diferencia del 24%, mientras que, en el engorde, los
valores fueron de 20,2 y 19,0 (gCH4/kg de alimento) entre alta y baja EFC, representando una diferencia del
6%. La hipédtesis para explicar esta diferencia es que existe un mayor aprovechamiento de los componentes
del alimento por parte de los animales eficientes, una mejora en la digestibilidad, generando una
mayor/mejor fermentacion, desencadenando una mayor pérdida por emisiones de metano entérico.

Ademads, se ha cuantificado la emisién de metano en funcién de su intensidad de emision (MI — Methane
Intensity) definida como las emisiones de metano por unidad de producto generado. En nuestro caso, kg de
peso vivo del animal durante la prueba. Esto nos arroja interesantes valores, donde las MI para la recria
fueron de 122,2 y 128,5 para los animales eficientes e ineficientes en la recria, y de 145,3 y 159,7 (gCH4/kg
de peso) en el engorde. Estas diferencias significativas en nuestros andlisis indican que los animales mas
eficientes son los animales de menores emisiones de metano por unidad de producto generado, siendo este
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uno de los compromisos a nivel pais en mitigacién, en el marco del acuerdo de Paris.

La contribuciéon de la mejora de la EFC a la mitigacion de gases de efecto invernadero estd vinculada a la
reduccidn de la intensidad de emisiones de metano. Esto estd alineado con las metas de mitigacion
definidas para la ganaderia en Uruguay.

2) Caracterizacién de la microbiota ruminal y asociacion con eficiencia de conversion y emisiones de
metano

En el estudio “Exploring the Linkage Between Ruminal Microbial Communities on Postweaning and Finishing
Diets and Their Relation to Residual Feed Intake in Beef Cattle” (Peraza et al., 2024a), se investigé como las
comunidades microbianas del rumen varian segun la dieta (recria o terminacién) y cdmo estas variaciones
se relacionan con la eficiencia de conversién (EFC), medida mediante el indice de consumo residual (RFI).
Se analizaron 324 muestras de liquido ruminal (LR) provenientes de toros y novillos, clasificdndolos por su
EFC. La caracterizacion microbiana se realizé utilizando la técnica de representacion reducida por
enzimas de restriccion (ER-RRS).

Los resultados revelaron que la dieta afecta significativamente la diversidad y abundancia microbiana. En
la dieta de recria, se identificaron géneros como Butyrivibrio, Bacteroides, Methylobacterium, Pseudomonas
y Succinivibrio. En la dieta de terminacion, destacaron Acetobacter y Acetoanaerobium, asociados con un
ambiente fermentativo mds estable. En animales con mayor eficiencia se identificaron géneros como
Streptomyces, Prevotella, Fibrobacter y Bifidobacterium, mientras que en los menos eficientes se
observaron mayores niveles de Mycolicibacterium, Acetobacter y Achromobacter. Estos altimos,
particularmente Acetobacter, se vinculan con un impacto negativo sobre la EFC.

Esto indica que las diferencias en la microbiota ruminal podrian estar influidas por la dieta y, a su vez,
afectar la EFC con la que los animales aprovechan los nutrientes.

- Caracterizacion metagendmica de comunidades microbianas

Para estudiar los cambios microbianos asociados a la dieta y la EFC, se analizaron las abundancias
relativas (AR) de taxones a nivel de orden. En la dieta de recria no se observaron diferencias significativas
entre animales de alta y baja EFC. Sin embargo, bajo la dieta de terminacién, se detectd una disminucién de
Enterobacteriales y un aumento de Oscillospirales en animales de alta eficiencia, aunque sin significacion
estadistica. Comparando dietas, Enterobacteriales fue mds abundante en recria, mientras que
Oscillospirales y Christensenellales aumentaron significativamente en terminacién (Mann-Whitney, p < 0,05).
Se evalué ademds la proporcion Bacteroidetes/Firmicutes (B/F), cominmente usada como indicador de
equilibrio microbiano. Esta proporcion fue mayor en animales con dieta de recria que en los de terminacidn
(p < 0,001), y también mds alta en los de baja EFC dentro del grupo de terminacion (p < 0,05). No se hallaron
diferencias en la proporciéon B/F entre animales de alta y baja EFC dentro de la dieta de recria, lo que
sugiere una interaccidn compleja entre dieta y eficiencia sobre la composicidn bacteriana.

Dado el papel de los arqueas metanogénicos en el metabolismo ruminal, se analizé la abundancia del
género Methanobrevibacter_A, observdndose mayores niveles bajo dieta de terminacién (p < 0,001). Aunque
no hubo diferencias significativas dentro de cada grupo de EFC, se observé una tendencia a mayor
abundancia en animales menos eficientes.

Finalmente, los indices de diversidad alfa (Shannon, Simpson y Pielou) revelaron mayor diversidad en los
animales con dieta de terminacidn frente a los de recria (p < 0,001). Solo en la dieta de terminacién se
encontré una diferencia significativa entre animales de alta y baja EFC (p < 0,05), especialmente en el indice
de Shannon.
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- Resultados de taxonomia y la diversidad a partir de datos de meta-transcriptomica

El andlisis taxonémico de datos meta-transcriptémicos confirmé una mayor diversidad alfa en animales con
dieta de terminacion respecto a los de recria. Sin embargo, esta microbiota mads rica fue también menos
equitativa, es decir, dominada por unas pocas especies. En la dieta de recria, se observo que los individuos
de alta EFC tenian microbiotas mds dominadas que los de baja EFC.

El andlisis de diversidad beta mostréd que las comunidades microbianas se agruparon significativamente
por tipo de dieta (PERMANOVA, p < 0,05), lo que indica que no solo varia la cantidad de especies, sino
también la identidad de las mismas. Sin embargo, no se observé una agrupacion clara por EFC, ya que los
perfiles microbianos de animales eficientes e ineficientes se distribuyeron de forma entremezclada. Este
patron fue confirmado por la falta de significancia estadistica en el test PERMANOVA para EFC.

Entre los géneros con mayor representacidn transcripcional se encontraron Pedobacter, Prevotella,
Lachnospiraceae, Clostridiales, Stenotrophomonas, Anaeromassilibacillus, Prevotellaceae,
Methanobrevibacter y Butyrivibrio, asi como arqueas metanogénicas como Methanobrevibacter,
Methanosarcina y Methanosphaera.

- Resultados de andlisis de expresion diferencial de funciones y abundancia diferencial de microorganismos
El andlisis de expresidn diferencial mostré funciones significativamente distintas entre microbiotas de
animales bajo distintas dietas, asi como entre grupos de EFC dentro de cada dieta. Entre los grupos de EFC,
se obtuvieron 47 y 22 funciones diferenciales (con un valor de cambio >1y FDR < 0.05) en recriay
terminacion, respectivamente. Para la recria, se destacaron genes asociados a la produccién de metano
(marcadores 12 y 14). Estos marcadores indican la presencia de ciertas enzimas y cofactores claves que
aumentan la produccién de metano, encontrandose puntualmente sobre expresados en los animales de baja
eficiencia. Este ultimo dato es consistente con los andlisis de abundacia relativa de ciertas espeices
metanogénicas obtenidas por secuenciacién shotgun. En cambio, bajo dietas de terminacién, no se
detectaron diferencias en funciones relacionadas al metabolismo del metano entre grupos de EFC, aunque
si se mostraron funciones relacionadas a la utilizacién de carbohidratos complejos (celulosa, almidén) y al
redireccionamiento del carbono hacia la biosintesis en lugar de la fermentacién en los animales de mayor
EFC.

- Resultados de la secuenciacion por hibridacién (Hi-C) de microorganismos del rumen

Generamos por muestra, un promedio de 270 ensamblados por encima del 50% de completitud, con bajos
niveles de contaminacidn y redundancia, y teniendo indices de novedad superiores al 90%. Esto es muy buen
avance en el conocimiento de la composicion de los genomas del rumen de bovinos Hereford, ya que por
otras metodologias el 50% de las especies no son asignables a taxas especificas. En este caso un buen
porcentaje de esos elementos desconocidos ahora al menos tiene un genoma bastante bien armado y
procederemos a realizar las caracterizaciones evolutivas y funcionales correspondientes. El indice de
novedad obtenido nos indica que nuestra poblaciéon ruminal tiene caracteristicas propias en comparacion
con genomas de bases de datos actuales, por lo que este aporte significa nueva informacién sobre la
diversidad microbiana ruminal en Uruguay, con potencial a explorar estas comunidades. La implementacion
de esta técnica, en comparacion con el trabajo nuestro de secuenciaciéon por shotgun utilizando todas las
muestras (n = 20) con buen nivel de profundidad, obtuvimos un total de 102 genomas, de un N50 cercano a los
1.100 pares de bases, mientras que con la metodologia Hi-C, obtuvimos en promedio por cada una de las
muestras, 270 genomas con valores de N50 promedio a 30.000 pares de bases. La integracién de los datos
gendmicos permitird una visiéon funcional integrada de vias metabélicas presentes para seguir
comprendiendo caracteristicas del rumen uruguayo.

Por lo general en los estudios de metagendmica ruminal en el mundo, no existe la posibilidad de obtener la
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informacion de metagenoma completos propios, no existiendo en la literatura estudios que aborden este
tema para estudios de taxonomia y expresion.

Estos genomas microbianos completos, nos van a permitir para éste y para futuros trabajos de
investigacion en metagendmica ruminal, profundizar estudios de expresién e identificacion de funciones
diferenciales en distintos procesos, conociendo muchas veces al microorganismo responsable.

3) Genética del hospedero en asociacion con la microbiota y las caracteristicas fenotipicas en estudio

La investigacidn de la interaccion entre la genética del hospedero y su microbiota ruminal es un drea de
creciente interés por su potencial impacto en aspectos relevantes a la sostenibilidad de la produccion
ganadera como la eficiencia productiva, las emisiones de metano y la salud animal. Para este componente
se realizaron dos estudios, vinculados entre si, en base al andlisis combinado del microbioma del rumen vy la
informacién gendémica del hospedero. La descripcién de los resultados con mds detalle se presenta en el
Anexo 2.

En el primero de ellos se estimaron los componentes de varianza para el cdlculos de los siguientes
pardmetros: heredabilidad (h2) como la proporcion de la varianza fenotipica explicada por el efecto
genético, heredabilidad directa (h2d) y microbiabilidad (m2), que representan la descomposicién en el
efecto genético directo y los efectos del microbioma sobre el fenotipo. Estos pardmetros se estimaron para
para consumo de alimento (DMI), RFI, rendimiento de metano e intensidad de metano. Los resultados
muestran que la magnitud de la h2d (rango 0,18 a 0,25) fue siempre menor que las de las h2 (rango 0,22 a
0,45) en todos los rasgos, indicando que parte de la varianza del fenotipo deriva del componente
microbioma, que media los efectos genéticos del hospedero.

Con el objetivo de profundizar en el papel de la composicion del microbioma del rumen, se evalué el efecto
de mediacién del microbioma ruminal sobre las caracteristicas en las cuales se contaba con mds
informacion (DMI, pesos (BW) y RFI). Para ellos, se estimaron las h2 para los componentes de la matriz de
microbiota compuesta por 1536 ASVs. Se identificaron ASVs con efecto fenotipico significativo, pero con bajo
control genético, es decir, una heredabilidad menor a 0,10 se detectaron 280, 259 y 353 ASV y con una h2
mayor a 0,1 se detectaron 84, 80 y 126 ASV para RFI, DMI y BW, respectivamente.

Esta clasificacidn de ASV en grupos nos permitiria seleccionar posibles microorganismos que pueden ser
objetivos valiosos para intervenciones externas como estrategias nutricionales como los ASV de bajos
valores de heredabilidad, mientras que otros con altos valores de heredabilidad podrian considerarse para
un uso potencial en programas de seleccién. La metodologia implementada en el andlisis representa un
avance importante a ser confirmado al expandir las bases de datos de secuencias ruminales, y de gran
valor para ser utilizada en emisiones de metano.

Conclusiones y recomendaciones

La implementacién de la seleccidn genética como herramienta efectiva de mitigacién de GEI es una de las
drea definidas como claves a nivel internacional, y la cual es considerada dentro de las estrategias de
mitigacion prevista en las CND de Uruguay. El potencial de contribucién estimada es de 1% de reduccién
anual, acumulativa y permanente. Es una de las pocas estrategias utilizables en la ganaderia en pastoreo y
con el potencial de equilibrar objetivos de mitigacién de metano y productividad ganadera.

En este proyecto se han desarrollado aspectos relevantes para su implementacién:

a) mediciones fenotipicas de caracteristicas no tradicionales como metano, consumo de alimento y eficiencia
de conversion, para lo que se generaron protocolos de campo y se capacitaron recursos humanos. Se
constituyd una base de datos relevante con informacidn de emisiones de metano realizadas por primera vez
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en el pais con equipos GreenFeed, cuyo uso estd en expansion globalmente. La experiencia obtenida en este
proyecto confirma que a pesar de las ventajas de este equipamiento es necesario mejorar la fase de
entrenamiento de los animales para lograr mayor cantidad de animales con datos vdlidos, ya que es una
medida voluntaria por parte del animal. Los trabajos realizados contribuyen a avanzar en la interaccién con
otros grupos a nivel global, como la ya realizada en el marco del Comité Internacional de Registros
Animales (ICAR) (Peraza, 2023).

b) inclusién de la microbiota ruminal dado su rol en la emisién de metano como de metabolitos para la
produccion del hospedero. Se ha ajustado el protocolo para la colecta de liquido ruminal a través de una
sonda gdstrica oral, que es el método recomendado para aplicacidn in vivo, implementada con materiales
de fdcil acceso que ha resultado efectiva y de minimo estrés para los animales. Ademds de su
aplicabilidad, se evalué a través de monitoreo del consumo de alimento posterior a la extraccién que el
mismo tiene un minimo efecto en el comportamiento ingestivo del animal (Peraza et al., 2025, en revisidn).

c) definicion y ejecucion de los andlisis metagendmicos y meta-transcriptémicos de la microbiota ruminal,
en asociacion con genoma del animal. En primer lugar, la obtencidn de datos en diferentes dimensiones
omicas: tres formas de capturar diversidad (RE-RRS, shotgun, Hi-C) y adicionalmente la captura funcional
de la actividad de los genomas encontrados mediante meta-transcriptémica, permite generar productos
publicables originales que aportan a estas dreas del conocimiento. Por otro lado, las técnicas de Hi-C, como
indicamos en resultados, generan datos de alta utilidad en los genomas mds abundantes en el rumen. Cerca
del 50% de los microorganismos mds abundantes no son clasificables, pero aqui hemos obtenido tanto
genomas con alto grado de armado dentro de los conocidos como los desconocidos. Esto ultimo posibilita
generar productos sobre estructura, evolucién y funcionalidad de los actores metabélicos mds abundantes
en el rumen. A su vez, también podria generar productos sobre la actividad de expresion génica en las
condiciones estudiadas con mayor profundidad de la alcanzada hoy dia en la literatura. A nivel global, los
genomas serdn incorporados a bases de datos de alcance internacional. Por Gltimo y no menos importante,
hemos obtenido por primera vez localmente, el plasmidoma, viroma y de resistsoma (resistencias
antimicrobiana) en los rimenes estudiados, abriendo posibilidades a productos publicables y nuevas
puertas de investigacion en estos campos de alta importancia.

En forma integrada, el andlisis combinado de la genémica animal y metagenémica ruminal sefalan tiene
efecto sobre eficiencia y emisiones, actuando como mediador de los efectos genéticos del hospedero. El
conocer la heredabilidad de los ASV, asi como la cuantificacidon de su efecto sobre el fenotipo, permite la
identificacion de microorganismos con potencial como blancos de intervencién, ya sea mediante estrategias
nutricionales especificas o su incorporacion en programas de mejoramiento genético.

d) caracterizacion de la asociacidn fenotipica entre eficiencia de conversidon y emisiones de metano. Los
resultados obtenidos muestran que la mejora en la eficiencia de conversiéon de alimento es debida a la
reduccién del consumo sin afectar el desempeno animal, generando beneficios econdmicos como
ambientales. Si bien la reduccién en el consumo estd asociada a menores emisiones de metano, la relacion
no es estrictamente proporcional debido a la influencia de otros factores, como la calidad de la dieta y
caracteristicas individuales de los animales. Las correlaciones moderadas entre eficiencia alimenticia y
emisiones de metano coinciden con lo reportado en la literatura, donde la relacidn entre ambas variables es
controversial, dado que la eficiencia de conversidn integra procesos no solo digestivos, sino también
metabdlicos. Estos resultados respaldan la importancia de considerar la eficiencia de conversién como un
criterio de seleccion, como estrategias especificas para mitigar emisiones de metano.

En funcién de nuestros resultados, observamos que la seleccion de animales con menores intensidades de
emisidén de metano representa una estrategia para avanzar hacia una ganaderia mds sostenible. Al
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disminuir el metano emitido por unidad de producto (carne o leche), se contribuye a reducir el impacto
ambiental sin comprometer la productividad. Ademads, animales mds eficientes en el uso de la energia del
alimento pueden traducirse en mejores indices de conversidn y en sistemas productivos mds rentables. En
este contexto, se recomienda priorizar criterios de seleccién que integren eficiencia productiva y
sostenibilidad ambiental, anticipdndose a las futuras demandas de los mercados y regulaciones vinculadas
a la huella de carbono.

e) formacion y capacitacion de técnicos e investigadores en estos temas innovadores para el sector
agropecuario. Ademds de la conformacion de un grupo multidisciplinario trabajando en este proyecto, el
mismo es la base del doctorado del Lic. Pablo Peraza. Ademads, se sumaron nuevos integrantes equipo para
el andlisis del gran volumen de informacién metagendmica y meta-transcriptémica.

f) presentacion de resultados en actividades de difusion al sector agropecuario y elaboracién de
materiales para revistas técnicas de difusion general. Se realizaron multiples presentaciones dirigidas al
sector productivo, que abarcaron jornadas nacionales de extension y visitas técnicas hasta la publicacion
de articulos en revistas nacionales. En dichas publicaciones, ademds de presentar resultados sobre las
variables eficiencia, produccién y emisiones de metano (detallado en Anexo 3, se expandid al rol de los
estudios metagendmicos (Peraza et al., 2024b) y cdmo la infraestructura del Banco de ADN gendmico se
expande para abarcar también la investigacidon en microbiota ruminal (Carracelas et al., 2022), expandiendo
el uso de herramientas gendmicas con aplicacién en la investigacién en sostenibilidad agropecuaria.

g) interaccion con la comunidad cientifica a través de presentaciones de trabajos en eventos académicos y
la participacién en proyectos internacionales como Enteric Fermentation Flagship. Ya se publicé en el
articulo por Peraza et al. (2024a), ademds de contar con manuscritos enviados a revistas arbitradas y otros
en fase final de elaboracién. Cabe destacar el avance y contribucidén que representa este proyecto para el
posicionamiento del pais en iniciativas de gran envergadura como la coordinada por el Global Methane
Genetics (https://esgnews.com/es/bezos-earth-fund-global-methane-hub-launch-27-4m-global-program-to-
breed-low-methane-livestock/).

Uno desafios planteado es ampliar la capacidad de medicion de emisiones de metano, de manera de poder
ampliar las bases de datos que permitan estimar parametros genéticos precisos. En este sentido, si bien
los estudios de asociacidn entre eficiencia de conversidn, consumo y emisiones de metano son alentadores
respecto a la posibilidad de aportar a la mitigaciéon de metano, sin comprometer la produccién ganadera y
sus beneficios para el desarrollo nacional, es necesario estimar dichas asociaciones a nivel genético
(correlaciones genéticas). Asi mismo, las mediciones de metano en condiciones de pastoreo y su relacion
fenotipica y genética con el desempefo animal del rodeo de cria, apoyardn el desarrollo de indices de
seleccion para optimizar la mitigacion de metano alcanzable, sin comprometer produccidn.

El rol de la microbiota resulta es decisiva y se han realizado avances importantes en cuanto a la incidencia
de la dieta y como en las variables de interés. El poder expandir la informacion de emisiones de metano en
conjunto con los datos del microbioma ruminal facilitardn profundizar esta drea de investigacién, incluso su
validaciéon en diferentes dietas, categorias animales y razas. El incremento de la precision de las
estimaciones de valores genéticos por medio de la combinacién de gendémica animal y metagendmica
ruminal, asi como con la confirmacion de biomarcadores, potencializa mayores progresos genéticos en
forma mds rentable. La aplicacidn y mejora de protocolos de extraccion de liquido ruminal y procesamiento
de muestras, y las capacidades de andlisis e investigacion generadas en esta drea representan una
contribucion a su expansién futura para mejorar el aporte de la mejora genética a la sustentabilidad
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econdémica y ambiental
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