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Resumen y Abstract IX

Resumen

La produccién de metano en rumiantes estd estrechamente ligada a la composicién de
los forrajes y metabolitos secundarios como taninos, mostrando efectos directos e
indirectos sobre las poblaciones microbianas del rumen. El impacto de leguminosas
taniferas sobre las poblaciones metanogénicas en condiciones del trépico de altura en
Colombia, es desconocida a la fecha. Por lo anterior, este estudio buscé evaluar el efecto
de la inclusion de la leguminosa tanifera Lotus uliginosus (Lotus) sobre la dinamica,
diversidad y estructura de la poblacion metanogénica en condiciones in vitro e in vivo. La
técnica de produccién de gas in vitro fue usada para evaluar la dindmica de las
poblaciones metanogénicas durante las horas 0, 2, 4, 8, 12, 24 y 48, en respuesta a los
taninos condensados del Lotus en dos experimentos, uno con diferentes proporciones de
Lotus como forraje completo (0, 20, 40, 60 100%) y otro con niveles de inclusién del
extracto de sus taninos condensados (0, 20, 40, 60 ppm), usando Pennisetum
clandestinum (Kikuyo) como sustrato en ambos ensayos. Simultaneamente fue evaluada
la dinAmica de produccion de metano por cromatografia de gases (CG) y la cantidad de
metandégenos por gPCR usando el gen mrcA (metil coenzima-M reductasa). En una
segunda fase del estudio se realizd el perfil electroforético de los metanégenos en el
rumen de vacas no lactantes pastoreando en praderas compuestas por Kikuyo, la
leguminosa Lotus y su asociacion, usando la técnica de electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante (PCR-DGGE, por sus en inglés) amplificando la region
hipervariable V3 y cuantificando la abundancia de estas poblaciones por gPCR.
Finalmente, se monitored la estructura y diversidad de la comunidad de metan6genos en
el rumen de vacas lactantes sobre la misma pradera, usando la técnica de
pirosecuenciacion con la plataforma 454-GS FLX Titanium, para estimar la diversidad
con los indices Chaol, indice de Simpson (1-D) y Shanon-Weimer (H"). La abundancia in
vitro de metandgenos expresados como Logl0 ng ADN/g MS fue significativamente
afectada (P>0,001) por los taninos en solucion y asociadas al forraje, mientras la
produccion de gas y metano solamente disminuy6 con los taninos asociados al forraje en

un 61 y 86%, respectivamente. En vacas no lactantes, los perfiles electroforéticos
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formaron agrupamientos con similitud del 98, 94 y 96% para Kikuyo, la asociacion y
Lotus respectivamente. Un incremento en la abundancia de la poblacion en praderas
asociadas se evidenci6o en este ensayo (P<0.001), mientras en vacas lactantes, la
cantidad de metandgenos no cambid en funcién de la dieta (P=0.8051). En la estructura
de comunidad en el rumen de vacas lactantes se identificaron los géneros dominantes
Methanobrevibacter, Euryarchaeotas Sin Clasificar, Methanosphaera en proporciones de
72, 24 y 3%, respectivamente. Los indices de diversidad no fueron estadisticamente
diferentes entre dietas, mostrando una baja diversidad para Simpson (<0.5) y menor
probabilidad de encontrar mas especies cuando se incluyd Lotus (H>0). En conclusion,
este trabajo demostré efectos variables sobre la abundancia, estructura y diversidad de
la comunidad de metandgenos del rumen incluyendo Lotus y sus taninos condensados,
indicando la importancia de la dieta como factor determinante en la respuesta de las

comunidades del rumen.

Palabras clave: Metano, Pennisetum clandestinum (Kikuyo), Lotus uliginosus (Lotus),
Taninos condensados, poblacion metanogénica, diversidad.

Abstract

Methane production in ruminants is closely linked to the composition of the feed and
secondary metabolites such as condensed tannins (CT), showing effects on rumen
microbial populations. The impact of condensed tannin-containing forages on
methanogenic populations under high tropical conditions in Colombia is unknown. The
objective of the present work was to evaluate the effect of the inclusion of the tanniferous
legume Lotus uliginosus (Lotus) on the dynamics, diversity and methanogenic population
structure in vitro and in vivo. In vitro gas production was used for evaluating the dynamics
of the methanogenic population at times 0, 2, 4, 8, 12, 24 and 48. Response to Lotus TC
was analysed in two experiments, using Pennisetum clandestinum (Kikuyo) as basal
substrate: one with different proportions of tanniferous legume (0, 20, 40, 60, and 100%)
and other with diverse inclusion levels of CT extract (0, 20, 40, 60 ppm). Dynamics of
methane production was evaluated by gas chromatography (GC) and methanogen
numbers by quantitative real time gPCR, using the gene mrcA (methyl coenzyme M

reductase). In a second phase of the study, molecular profiling of rumen methanogens
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was performed in non-lactating dairy cows, grazing in pastures composed by Kikuyu,
Lotus or their combination. PCR denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE)
was employed to amplify the V3 hypervariable region and qPCR was used to quantify the
abundance of these populations. Finally, the structure and diversity of the rumen
methanogen community of lactating dairy cows grazing the same pasture, was monitored
using the pyrosequencing platform 454-GS FLX Titanium; hence, diversity was estimated
using the Chaol, Simpson (1-D) and Shannon-Weimer (H ') indices. In vitro methanogen
abundance expressed as Log10 DNA ng / g MS was significantly affected (P> 0.001) by
tannins in solution and mixed with forage, while the production of total gas and methane
only decreased when forage levels were 61 and 86%, respectively. In non-lactating dairy
cows, the electrophoretic profiles formed clusters with similarity of 98, 94 and 96% for
Kikuyu, Kikuyu: Lotus mix and Lotus, respectively. An increase in abundance in mixed
pastures evidenced in this trial (P <0.001), whereas in lactating dairy cows, the amount of
methanogens did not change as a function of diet (P = 0.8051). In the community
structure in the rumen of lactating dairy cows dominant genera identified were:
Methanobrevibacter, Rumen Cluster C, Methanosphaera in proportions of 72, 24 and 3%,
respectively. Diversity indices were not statistically different between diets. Simpson
index showed a low diversity (<0.5) and lower probability of species detection when Lotus
was included, compared with the Shannon-Wiener index (H '> 0). These results indicate
the importance of diet in the dynamics of ruminal microbial communities. However,
additional factors may impact the rumen methanogens and methane emissions. In
conclusion, this work demonstrated variable effects on the abundance, structure and
diversity of rumen methanogens community when including the Condensed Tannin-

Containing Forage Lotus and its condensed tannins.

Keywords: Methane, Pennisetum clandestinum (Kikuyo), Lotus uliginosus (Lotus),

Condensed tannins, methanogenic population, diversity.
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Introduccioén

Los sistemas de produccion animal en paises en desarrollo estan creciendo rapidamente
de acuerdo al crecimiento de la poblacion humana de 6.5 billones de habitantes en el
2009 a 9.2 billones al 2050. Para garantizar la seguridad alimentaria, la produccién
bovina se ve impulsada hacia la adopcion de politicas y tecnologias innovadoras que
promuevan la eficiencia y sustentabilidad del sistema mientras cubren la demanda de
alimentos (FAO, 2008). Politicas como el incremento del inventario bovino pueden
generar impactos ambientalmente negativos, tales como degradacion de suelos por
sobre-pastoreo, disminucion de calidad y cantidad de agua e incremento de emisiones de
Gases Efecto Invernadero (GEI) (Thornton, Van de Steeg, Notenbaert, & Herrero, 2009).
Colombia a pesar de no considerar altas sus emisiones de GEIl (4,15 toneladas de GEI
per capita), sufre efectos directos e indirectos a causa del cambio climético en sectores
productivos (DNP, 2010). En 2007, en algunas zonas del Altiplano Cundi-boyancense se
alcanzaron temperaturas minimas hasta de -8°C (Rojas, Arce, Pefia, Boshell, & Ayarza,
2010), afectando sectores como la lecheria especializada que aporta 2.862 de los 6.452
millones de Litros/afio (FEDEGAN, 2012). Por otra parte se reconoce que el metano
producido durante los procesos de fermentacién entérica en rumiantes aporta del 13 al
19% del metano global (Liu & Whitman, 2008) y afecta la eficiencia energética del animal,
utilizando desde el 2 hasta el 12% de la energia cruda contenida en el alimento para la

produccion de metano entérico (Johnson & Johnson, 1995).

El metano entérico es el producto final de la respiracion anaerobia y obtencion de energia
de los microorganismos metanogénicos usando CO, e H,, gases liberados durante la
degradacion y fermentacion de los alimentos por la acciébn de las poblaciones de
bacterias, hongos y protozoarios del rumen (Liu y Whitman, 2008). Los metan6genos del
rumen son exigentes para su aislamiento y cultivo y por décadas estas metodologias

permitieron identificar un pequefio porcentaje de las poblaciones (Min et al. 2002),
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generando informacion en cuanto a ecologia y diversidad relativamente escasa (Janssen
2010). Con los avances en el desarrollo de andlisis filogenético deducido de las
secuencias genomicas de la region 16s ADNr, la caracterizacion de comunidades
microbianas y diversidad de ecosistemas complejos como el rumen creci6 de manera

exponencial (C. S. Mcsweeney, Denman, Wright, & Yu, 2007).

Los adelantos y perfeccionamiento en técnicas de la siguiente generacion de
secuenciacién (Next-generation sequencing) como pirosecuenciacion, estimacion
cuantitativa con Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QPCR), huellas
gendmicas (PCR-DGGE), librerias y otras, han facilitado la identificacion y evaluacion de
los cambios en diversidad y cantidad de metanégenos dependiendo principalmente de
las condiciones nutricionales (C. S. Mcsweeney et al., 2007). Existe por tanto un interés
general por conocer la diversidad de metandgenos en términos de composicion de la
comunidad, estructura, funcién e interacciones con otras poblaciones a través del uso de
herramientas moleculares, como un mecanismo fundamental para reducir las emisiones
de metano debido el alto potencial reduccién y mitigacion por la adaptabilidad del
ecosistema ruminal a cambios ambientales, principalmente dietarios (G. Attwood &
McSweeney, 2008; G. T. Attwood et al.,, 2011; C. S. Mcsweeney et al.,, 2007; C.
Mcsweeney et al., 2009; M. Zhou, McAllister, & Guan, 2011). Una gran cantidad de
trabajos bajo condiciones in vitro e in vivo se han llevado a cabo para establecer
estrategias directas o indirectas de disminucién de las emisiones de GEI y cambios en

las poblaciones microbianas (Kumar et al., 2009).

Las estrategias de reduccion y mitigacion de las emisiones de metano se pueden
clasificar en tres grandes grupos, como (i) el incremento de la productividad, usando el
potencial genético a través de la seleccion de animales identificados con alta eficiencia
nutricional (M. Zhou, Hernandez-Sanabria, & Guan, 2010), (ii) el manejo adecuado de la
nutricion, en el tipo y calidad del alimento ofrecido (Shibata & Terada, 2010),
suplementacién con granos/concentrados (Igbal, Cheng, Zhu, & Zeshan, 2008) y como
una alternativa mas sostenible, disponer de leguminosas y otros forrajes (Martin,
Morgavi, & Doreau, 2010) que contengan moderados de niveles de taninos (Puchala,
Min, Goetsch, & Sahlu, 2005) y finalmente (iii) la manipulacién del rumen y el uso de
inhibidores metanogénicos que incluyen grasas, aceites, antibioticos, (McGinn,
Beauchemin, Coates, & Colombatto, 2004) probiéticos, prebioticos, inhibidores quimicos,

(Newbold & Kim, 2009; Wallace, 2007) estimulacion de acetogénesis, acidos organicos,



Introduccién 3

practicas de defaunacion, bacteri6fagos, inmunizacién (Y. J. Williams et al., 2009),
extractos vegetales y metabolitos secundarios de plantas (H.D. Hess et al., 2003; Min,
Pinchak, Anderson, Fulford, & Puchala, 2006a; Rosales, 1999) siendo estos ultimos los
mas descritos y evaluados bajo diferentes condiciones experimentales, enfocados hacia

cambios en poblaciones microbianas.

Los metabolitos secundarios de plantas (MSP) tipo polifenoles, como los taninos
condensados (TC), se encuentran presentes en algunas leguminosas como respuesta a
condiciones ambientales de estrés (C E Lascano, 1996) y han demostrado un efecto
positivo en la reduccién de la produccion de metano sin comprometer el consumo del
alimento con niveles inferiores al 5% de TC en la materia seca de un forraje (Rosales,
1999). La leguminosa Lotus uliginosus se caracteriza por una concentracion de taninos
condensados entre 4-6%, alto valor nutricional (G C Waghorn & Mcnabb, 1990) muy
apetecible por bovinos y ovinos (G.C. Waghorn & Hegarty, 2011) y con caracteristicas
agronomicas de interés en condiciones de tropico de altura y zonas de mal drenaje
(Castro, Carulla, & Céardenas, 2009), ademéas ha demostrado capacidad de reducir la
produccion de metano in vitro (Tavendale, Meagher, Waghorn, & Attwood, 2002) e in vivo
(Gunjan Goel & Makkar, 2012a). Esta leguminosa, es por tanto una posible estrategia
nutricional viable y sostenible que impacta en la reduccion de las emisiones de metano
sin alternar negativamente la productividad (Shibata & Terada, 2010). Sin embargo, son
pocos los trabajos que han explicado el efecto de esta leguminosa y sus taninos
condensados sobre la comunidad metanogénica del rumen (Tavendele 2005), siendo
escasa la informacion disponible en cuanto a la composicién y nimero de metandgenos
variando en respuesta a las variaciones en la dieta (Kumar et al., 2009) y en condiciones

agroclimaticas como la Sabana de Bogota.

En este orden de ideas, este estudio busca evaluar el efecto de la inclusion de la
leguminosa tanifera Lotus uliginosus sobre las poblaciones metanogénicas del
ecosistema ruminal. Para ello, el estudio se divide en dos partes in vitro e in vivo. En la
etapa in vitro usando la técnica de produccion de gas descrita por Theodorou (1994) un
primer experimento evalud la inclusiobn de taninos condensados asociados al forraje
suministrados a través de la leguminosa Lotus uliginosus (Lotus) en mezclas asociativas
con la graminea Pennisetum clandestinum (Kikuyo), mientras en el segundo experimento
se evaluaron los taninos condensados del Lotus como aditivo en solucién usando como

sustrato Kikuyo. En ambos experimentos se determiné la dinamica de la produccion de
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gas total y metano en ml y los cambios en las poblaciones metanogénicas durante las 2,
4, 8, 12, 24 y 48 horas de fermentacién estimados cuantitativamente por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real o gPCR, amplificando el gen metil
coenzima M reductasa (mrcA). Una segunda etapa del trabajo in vivo se enfoca en
determinar la cantidad, diversidad y estructura de la comunidad metanogénica presente
en el rumen de vacas pastoreando la leguminosa Lotus uliginosus y la graminea
Pennisetum clandestinum en diferentes proporciones en la pradera en la Sabana de
Bogota. Dos experimentos se llevaron a cabo, uno con vacas no lactantes donde se
caracterizaron las variaciones en la poblacion metanogénica del rumen determinando la
cantidad de metandgenos por gPCR usando el gen mrcA y creando perfiles
electroforéticos asociados a la dieta, usando PCR-DGGE (Electroforesis en Gel con
Gradiente Desnaturalizante) a través de la amplificacion de la region hipervariable V3. El
segundo experimento evaludé en vacas lactantes la cantidad de metandgenos por qPCR,
diversidad estimada a través de los indices de Chaol, Simpson y Shannon-Weiner y la
estructura de la comunidad metanogénica a partir de la informacién suministrada por
pirosecuenciacion de amplicones de las regiones V8-V9 del 16S ADNr usando la
plataforma GS-FLX 454 Titanium System (454 Life Sciences). Asi, este trabajo busca
contribuir al conocimiento del comportamiento y estructura de las poblaciones
metanogénicas del ecosistema ruminal al incluir taninos condensados del L. uliginosus en

el trépico de altura colombiano disponiendo de diferentes herramientas moleculares.
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1. Revision de literatura

1.1 Ecosistemaruminal y microorganismos

Los rumiantes como ovinos, caprinos y bovinos poseen un estbmago dividido en cuatro
compartimientos: rumen, reticulo, omaso y abomaso. El rumen y el reticulo son
anatémicamente similares y se consideran como un solo compartimiento descrito como
una camara de fermentacidn anaerobia; contienen un consorcio complejo de
comunidades microbianas (bacterias, hongos y protozoos) relacionadas entre si y con el
rumiante por medio de simbiosis (Madigan et al. 2002), y actian sinérgicamente para la
conversion de alimentos ricos en celulosa y hemicelulosa en &cidos grasos volatiles
(AGV), los cuales representan la principal fuente de energia para el hospedero. La
degradacién de fibra produce también CO, e H, que al acumularse en el rumen son
potencialmente nocivos para el animal y por ende para las poblaciones microbianas
(Owens y Goetsch 1986). Una poblacién especifica, las Archaeas metanogénicas, tienen
entonces la funcién de eliminar el CO, e H, utilizandolos como sustratos para producir
CH, y liberarlo a través del eructo (Jouany et al. 2000). Los microorganismos aportan el
80% de la proteina microbiana, aminoacidos y vitaminas al animal (D N Kamra, 2005).

El rumen es entonces un ecosistema altamente diverso, con caracteristicas ambientales
definidas como temperatura (38 a 41°C), potencial de 6xido-reduccion (-250 y -450 mV) y
pH (5.8 a 7.2), siendo este Ultimo la condicion mas variable en funcién de cambios en la
dieta principalmente (Van Soest, 1994; Hungate, 1996). Estas caracteristicas permiten
gue este mecanismo de regulacion en el ecosistema, se describe como fermentacion
entérica, uno de los principales contribuyentes a las emisiones de metano (Johnson &
Johnson, 1995; Kumar et al., 2009; Morgavi, Forano, Martin, & Newbold, 2010; Shibata &
Terada, 2010).
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1.1.1 Bacterias

La eficiencia de los rumiantes como consumidores de fibra (carbohidratos estructurales)
se debe a la alta diversidad microbiana del rumen. Las bacterias del rumen han sido
ampliamente estudiadas en los dultimos 60 afios. Con una gran variedad de
caracteristicas morfolégicas y metabdlicas, corresponden al 50-70% del contenido
ruminal y aportan la mayor cantidad de &cidos grasos volatiles y proteina microbiana
(Van Soest 1982). (Kiyoshi Tajima et al., 1999). Se reportan poblaciones de bacterias de
10 — 10 * células/ml de contenido ruminal (D N Kamra, 2005), siendo hoy en dia
predominantes los filum Bacteroides, Firmicutes y Proteobacterias (Jami & Mizrahi,
2012).

A partir de métodos de aislamiento y caracterizacion en cultivo, se describieron
morfolégica y fisiolégicamente algunas bacterias como Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus, Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella
ruminicola, Eubacterium cellulosolvens y Eubacterium ruminantium tradicionalmente
consideradas dominantes y clasificadas como fibroliticas o celuloliticas por su actividad
de degradar fibra (celulosa y hemicelulosa) (Bryant, 1959). Recientes trabajos usando
diferentes herramientas moleculares ha demostrado que el género Prevotella es el mas
abundante en el rumen, en animales con diferentes condiciones dietarias (Bekele, Koike,
& Kobayashi, 2010; Jami & Mizrahi, 2012), mientras las bacterias celuloliticas Fibrobacter
succinogenes y Ruminococcus han reportado en niveles desde 0.1 a 6% a través de
analisis basados en 16S ADNr (K Tajima, Aminov, Nagamine, Matsui, Nakamura, et al.,
2001).

En consecuencia, actualmente se ha reducido su uso como poblaciones objetivo en
respuesta a diferentes condiciones nutricionales. Sin embargo, el enorme aporte al
conocimiento de los procesos de degradacion de la fibra, se debe al estudio de estos

microorganismos capaces de crecer en condiciones in vitro (Koike & Kobayashi, 2009).

1.1.2 Hongos

Del dominio Eukarya, los hongos anaerobios (10%-10° zoosporas /ml) constituyen parte

importante del ecosistema cumpliendo diversas funciones metabdlicas e incluso fisicas.
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Los hongos son reconocidos como los primeros microorganismos en colonizar los tejidos
vegetales, que gracias a su tamafo, estructuras morfolégicas y actividad enzimatica
celulolitica y hemicelulolitica rompen activamente la fibra, utilizando las lesiones o
escoriaciones superficiales del material vegetal para acceder a ésta y provocar un
rompimiento substancial a la planta, fragmentandola para el secuencial ataque de las
bacterias celuloliticas (Akin et al., 1990). Clasificados en seis géneros, Anaeromyces,
Caecomyces, Cyllamyces, Orpinomyces, Neocallimastix y Piromyces (Theodorou et al.,
1996) por sus caracteristicas morfologicas del talo (monocéntricos y policéntricos), al tipo
de rizoide (filamentoso o bulboso), numero de flagelos por zooesporas (Barr, 1995) y
métodos moleculares basados en regiones intergénicas ITS1 del 18S ARNr (Brookman,
Mennim, Trinci, Theodorou, & Tuckwell, 2000). Los hongos representan una fuente
importante de proteina microbiana para el rumiante, en ovejas pastoreando gramineas se
calculé una contribucion entre 1.1 y 3.5% de nitrégeno microbiano (Faichney et al., 1997);
en general aportan AGV, hidrégeno, etanol, lactato y &cido férmico como producto de la
fermentacion (Theodorou, 1991, Tuckwell, et al. 2005).

1.1.3 Protozoarios

Las poblaciones de protozoarios se han estimado en cantidad de 10*10°%ml, con los
géneros Holotrichas y Entodinium pertenecientes al filum Ciliophora, descritos como los
mas abundantes del rumen y con caracteristicas particulares de acuerdo al género
(Dehority, 2003). Los Entodinomorfos son eficientes para atrapar particulas suspendidas
en el fluido ruminal y presentan capacidad celulolitica con la hidrdlisis de la pared celular
vegetal (Jouany, 1996). Los Holotricos tienen mayor capacidad para compuestos
solubles como carbohidratos no estructurales tipo almidon y los Dasytricha se
caracterizan por degradar azlcares simples como la maltosa (Coleman, 1986; Williams y
Withers 1993; Jouany, 1996). Una de las principales caracteristicas de esta poblacion es
la capacidad de ingerir bacterias como su principal fuente de proteina (Wallace y
McPheson 1987). Se ha reportado que un solo protozoario puede fagocitar hasta 10*
bacterias por hora y su presencia se asocia a una menor concentracion bacteriana en el
rumen y a una mayor movilizacion de proteina microbiana al intestino del rumiante
(Ushida et al. 1987) y (Wang, et al. 2008). Los protozoarios son poblaciones muy

variables entre animales y de acuerdo a la frecuencia de alimentacion. Usando gPCR se
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encontré una menor concentracion después de la alimentacion, explicada por tasas de
dilucién vy lisis celulares causadas por pH. Asi mismo, la variacién entre animales es tan
alta, que se recomienda evaluar cambios en el animal y no entre animales (Lucy C
Skillman, Toovey, Williams, & Wright, 2006).

1.1.4 Archaeas.

Microorganismos sulfo-reductores, termodfilos, haléfilos extremos y metandégenos
anaerobios eran reconocidos hasta los 80 como archaeobacterias, hoy en dia se
clasifican dentro del dominio Archaea, un grupo filogenéticamente diferente de las
bacterias, con condiciones de crecimiento particulares (Olsen, Woese, & Overbeek,
1994).

Las Archaeas reportadas en el rumen son metandégenos anaerobios estrictos del filum
Euryarchaeota, de los cuales el metano es su principal producto catabdlico (Whitford,
Teather, & Forster, 2001; Woese, Kandlert, & Wheelis, 1990). Se diferencias de otros
microorganismos por su pared celular, compuesta principalmente por pseudomureina y
por los lipidos isoprenoides en su membrana, con enlaces di y tetraéter unidos a L-
glicerol y otros azucares (Zinder 1993). Asi mismo, poseen secuencias del gen 16S
ARNr, enzimas y cofactores involucrados con la metanogénesis exclusivos para esta
poblacién ( Zhou et al., 2011).

En el rumen ocupan <4% del total de la poblacién, con 10° — 10° metanégenos/ml de
contenido ruminal (Kumar et al., 2009; Zhou et al., 2011) y se encuentran libremente en
la fraccion liquida, adheridos a particulas de material vegetal, a protozoarios por
relaciones endo y ectosimbioticas y en el epitelio del rumen (Janssen & Kirs, 2008). Los
géneros Methanobrevibacter y Methanomicrobium y un grupo de no -cultivables
identificados como el “Cluster C” comprenden el 92% de la poblacion, mientras el 8%
restante incluye los géneros Methanosphaera, Methanimicrococcus y Methanobacterium,
todos éstos identificados en métodos independientes de cultivo (Janssen & Kirs, 2008).
Su rol dentro de la comunidad microbiana es vital, utilizando el H, como fuente de
energia para reducir el CO, a CH, liberando la presion parcial y proveyendo de factores
reductores oxidados (como NAD+) que participan en otras rutas metabdlicas; asi, crean

termodinamicamente condiciones ambientales favorables para la degradacion de la fibra
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(Janssen, 2010; Thauer, Kaster, Seedorf, Buckel, & Hedderich, 2008; M. Zhou et al.,
2011).

Las principales caracteristicas morfolégicas vy fisiolégicas de éstos microorganismos se

describen en la Tabla 1-1.

Tabla 1-1 Caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas de los metanogénicos

ruminales.
Genero Morfologia  Sustratos  Reaccién T pH G+C
de Gram  Optima O6ptimo  (%molar)
°C)
Methanobrevibacter Bacilos H,, CO,, (+) 38 7.2 27-31
cortos formato
Methanococcus cocos H,, CO,, ) 36-40 6.7-74 29-34
irregulares formato y
piruvato
Methanosphaera €ocos H,, CO,, (+) 35-40 6.8 23-26
metanol
Methanobacterium Bacilos H,, CO,, HyE) 37-40 6-7 26-61
largos formato
Methanomicrobium Bacilos H,, CO,, “) 40 6.1 - 45-49
cortos formato 6.9
Methanosarcina Cocos H,, CO,, (+) 35 7 41-43
grandes e metanol,
irregulares metilamina
en paquete y acetato

Adaptado de Mackie 1992 y (Madigan et al. 2002).

La mayoria de los metandgenos tienen requerimientos simples, creciendo en medios que
contienen sales minerales, CO, como principal fuente de carbono, H, como fuente de
energia y el amoniaco como fuente de nitrégeno (Thauer et al., 2008). El crecimiento se
ve estimulado con la adicién de compuestos organicos como acetato, cisteina y vitamina
B, presentes en el fluido ruminal. Como todos los microorganismos requieren elementos

traza, particularmente sodio, hierro, cobalto y niquel, para participar en la formacion de
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coenzimas Yy cofactores especificos de los metandgenos. Por ejemplo, el niquel forma
parte de la estructura del Factor 430 Clave en procesos de conservacion de energia y la

bioguimica de la metanogénesis (Mohammed et al. 2004).

1.1.5 Interacciones de las poblaciones microbianas con los
metandgenos

Los metandgenos y las demas poblaciones microbianas del rumen presentan una
relacion simbidtica favorecida por la produccion de hidrégeno y en el caso de los
protozoarios ofrece una superficie de adhesion facilitando la formacién de fl6culos (Lange
et al 2005). Teniendo en cuenta que bacterias, hongos y protozoarios a través de la
fermentacion producen H,, se podria inferir que todos metanégenos dependen de la
actividad metabdlica de estas poblaciones (Janssen, 2010; Kumar et al., 2009).

Existe una estrecha relacibn entre metandgenos y protozoarios, la cual ha sido
ampliamente descrita (Tokura, Ushida, Miyazaki, & Kojima, 1997). Cerca del 37% de la
emision de metano se estima que es generada por esta relacion (Finlay et al 1994).
Basados en caracteristicas de fluorescencia del cofactor F4, presente en metanégenos,
utilizando técnicas como FISH y sondas de oligonucle6tidos especificas, se demostraron
las relaciones endosimbidticas con 1-2% de metandgenos intracelulares del volumen
celular del hospedador, demostrando este fendbmeno, donde posiblemente se den
relaciones género-especificas (Finlay et al 1994). En contraste, los metandgenos
adheridos extracelularmente son del 30-50% del volumen, siendo la ectosimbiosis

predominante en entodinomorfos (Morgavi et al., 2010).

Esta relacion se basa en el beneficio que ofrecen los metandgenos a su hospedero
liberando de niveles toxicos de hidrogeno (Morgavi et al., 2010). Sin embargo, no es una
caracteristica exclusiva de los protozoarios. Los hongos y protozoarios del rumen, como
eucariotas han desarrollado un organelo de importancia metabdlica y altamente
relacionado a las poblaciones metanogénicas, los hidrogenosomas. Descritos en los 80’s,
son mitocondrias diferenciadas por procesos evolutivos para adaptarse a condiciones del

metabolismo fermentativo de los carbohidratos, dada la alta concentracién de H,
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producido durante la degradacién. En Dasytricha ruminantium (Yarlett, Hann, Lloyd, &
Williams, 1981) y Neocallimastix patriciarum (Yarlett, Orpin, Munn, Yarlett, & Greenwood,

1986) se demostrd su presencia y participacion en el metabolismo.

La relacién entre la poblacion de hongos y metandgenos también se ha estudiado a partir
de técnicas de co-cultivo en Neocallimastix frontalis demostrando que la concentracién
de H, y formato se incrementa 1.7 veces cuando los hongos ruminales crecen en co-
cultivo con las metanogénicas. Dicho efecto es consecuencia del incremento en el uso de
estos sustratos en la formacion de metano, reduciendo la presién parcial de H,, vy

promoviendo la actividad celulolitica del hongo. (Nakashimada et al. 2000).

1.2 Metanogénesis ruminal

1.2.1 Bioquimica de la metanogénesis

En las Archaeas se han identificado una serie de cofactores y coenzimas Unicas, que
participan en las rutas metabdlicas de reduccion de CO, e H, a CH, (Rouviere, 1988).
Los co-factores Metanofurano (MFR), Tetrahydrometanopterina (H;MPT), 7-mercapto-
heptanoyltreonina (HS-HTP) y Factor,so, fijan y movilizan el carbono a través de la ruta de
reduccion hasta la formacién del grupo metil (CHs). Las coenzimas M, B y la metil
reductasa (MCR) participan como precursores del metano en reacciones redox de metil a
metano. La coenzima F420 esta involucrada con la transferencia de electrones vy
produccién de energia. Los pasos donde intervienen estas coenzimas se caracterizan por
liberar la mayor cantidad de energia requerida por los metandgenos (Thauer et al., 2008).
La metanogénesis, es por tanto el mecanismo de respiracibn anaerobia de los
metandgenos para la obtencion de energia a partir de CO, e H, y se describe en la figura
1-1, adaptada de Schéfer et al. 1999. En el rumen, la funcion de la metanogénesis es
liberar la presion parcial que genera el H, producto de la fermentacion de los alimentos
por parte de las bacterias, hongos y protozoarios, evitando alteraciones del ambiente
ruminal y por tanto, en la actividad fermentativa de las poblaciones y la integridad

fisiolégica del animal (Zinder 1993).
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La bioquimica de la metanogénesis se describe como un ciclo, que inicia con la
reduccion del carbono del CO, con la coenzima metanofurano (MFR, 1° reaccion), para
generar el complejo formil-MFR que es el primer producto estable en la fijacion del CO..
El grupo formil transfiere un carbono al tetrahidrometanopterina (H;MPT) en una 2°
reaccion. El grupo formil es convertido posteriormente en un grupo metenil por la enzima
5,10 metenil-tetrahidrometanopterina ciclohidrolasa (3° reaccion), este sustrato se reduce
por la coenzima Factorss que dona electrones para la reduccion de los dobles enlaces
del grupo metenil, formando un grupo metileno en una reaccion catalizada por la enzima
metileno-tetrahidrometanopterina:coenzima F43, oxidorreductasa (4° reaccion). Este
sustrato se reduce dos veces a metil-H;MPT (5° y 6° reaccion). Finalmente, el grupo metil
de este compuesto se transfiere a la complejo de la coenzima MCR (metilreductasa),
resultando en la activacion de la sintesis de formil metanofurano y se completa el ciclo,
hasta la reduccion final de CH,, al mismo tiempo que activa el sistema para la sintesis del
formil metanofurano (Mackie 1992; Thauer 1998).
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Figura 1-1. Ruta de la metanogénesis.

Otro aspecto relevante en el metabolismo de los metandgenos, diferente a la
especificidad de las coenzimas y cofactores, es la presencia o ausencia de citocromos.
Los metan6genos que poseen citocromos, especificamente del orden de los
Methanosarcinales, tienen mayores tasas de crecimiento, de hasta 7 gramos/mol de
metano con un tiempo de duplicacién celular de aproximadamente 10 horas y requieren
una elevada concentracion de H, (presiones parciales por encima de 10Pa) pero solo
pueden utilizar como sustratos el CO,, H,, acetato, metanol y metilaminas, haciéndolos
incapaces de utilizar el formato para producir metano. Por otra parte, los metandgenos
del orden de los Methanococcales, Methanobacteriales y Methanomicrobiales, que
carecen de estos citocromos, pueden utilizar todos los sustratos mencionados
(dependiendo la especie), la concentracion de H, disponible para su metabolismo esta

entre 1 y 10Pa pero sus tasas de crecimiento no alcanzan los 3 gramos/mol de metano y
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el tiempo de duplicacion celular es mucho menor llegando hasta 1 hora como méaximo
(Thauer 2008). A pesar de la dificultad que presenta el aislamiento y cultivo de
metanogenos, la bioquimica de la metanogénesis ha sido ampliamente descrita desde
los afios 30. Sin embargo, aldn se requieren avances en el estudio de las poblaciones

metanogénicas y su metabolismo en ecosistemas complejos como el rumen.

1.2.2 Factores que afectan la metanogénesis en el rumen

Los factores que afectan la produccibn de metano en rumiantes son el pH, la
concentracion de acidos grasos volatiles (AGV), la dieta, la estrategia de alimentacién, la
genética del animal y las condiciones ambientales (Kumar et al. 2009). El pH (la
concentracion de H,) y los AGV direccionan desde el punto de vista termodindmico y
bioquimico la formacion de metano en diferentes concentraciones (Janssen 2010; Thauer
et &l. 1977).

La disponibilidad del H, influye de manera drastica en la termodindmica de la
metanogénesis ruminal. Se estima que el estandar en el cambio de la energia libre (AG®)
gue se asocia con la reduccion de CO, con H, a metano es -131 kJ/ mol (Thauer et al.
1977); esta energia libre es suficiente para la sintesis de hasta 3 moles de ATP. La baja
presion parcial del H, e entrel y 10 Pa propia del ecosistema ruminal, produce un cambio
en la energia libre de tan solo -20 a -40 kJ/mol, suficiente para conducir a la sintesis de al
menos 1 mol de ATP por mol de metano. Lo que explica la baja tasa de crecimiento de
las metanogénicas predominantes en el rumen y la presencia de algunas especies en

mayor proporcién con respecto a otras (Thauer et al. 2008).

Tedricamente, aunque todos los metandgenos reducen el CO, a CH,; por el H,, la
utilizacién fuentes de carbono como el formato, metanol, metilaminas y acetato, esta en
funcién del costo energético de las reacciones, la disponibilidad del H, y la especie

microbiana. En la tabla 1-2 se muestra de manera simplificada estas reacciones
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Tabla 1-2. Principales reacciones llevadas a cabo por los metandgenos.

SUSTRATOS PRODUCTOS AG° (KJ/mol ORGANISMO
CH4)
4 H, + HCO; + CH,+3H,0 -135 Todos los metandgenos
H* hidrogenotropicos
4 CHO, + H" + CH,+ 3 HCO5 -145 Algunos metandgenos
H,O
4 CH;0OH 3 CH, + HCO3 + H,0 + -105 Methanosarcina y otros metandégenos
H. metilotrépicos
4 (CH3)s;NH® + 9 CH, + 3 HCO; + 4 -76 Methanosarcina y otros metandégenos
9 H,0 NH," + 3 H" metilotrépicos
CH3COO’ + CH4;+ HCO5 -31 Methanosarcina y Methanothrix
H,O
2 CHsCH,OH + 2CH,COO + H" + -116.3 Algunos metanégenos que utilizan
HCOs’ CH,4+ H,O H,-CO,

Adaptado de Zinder (1992).

En consecuencia, el H, disponible es el factor principal que regula el equilibrio
termodindmico de la metanogénesis. Después de la alimentacion, la concentracion de H,
es mayor por la rapida accibn microbiana en la degradacion de los alimentos
favoreciendo los requerimientos en términos de sustrato, para la actividad de los
metandgenos. En alimentos presentan una alta tasa de pasaje (mayor digestibilidad) se
presenta la inhibicibn de los metandgenos por una disminucion en el pH ruminal,
mientras que en dietas con mayores tiempos de retencion en el rumen, se incrementa la
concentracion de H,, reduciendo la produccién de H, por saturacién del medio y se
favorecen las rutas metabdlicas que producen metano para eliminar la presién parcial
provocada por el H,. Sin embargo, las concentraciones del H, que mantienen estable el
ambiente del rumen, tienden a producir una mayor formacion de H, y como resultado un
incremento en la metanogénesis, pero manteniendo las condiciones fisiologicas del
rumen cercanas a las optimas (Janssen 2010). La dieta es por tanto es factor mas

variable y que produce cambios determinantes en la actividad metanogénica del rumen.
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1.2.3 Estrategias de mitigacién de la metanogénesis ruminal

] Productividad animal

La via mas efectiva para reducir las emisiones de metano desde el punto de vista costo-
beneficio es incrementar la productividad del sistema, a través de la calidad del alimento,
practicas de manejo adecuadas y el uso del potencial genético animal (Shibata & Terada,
2010). Trabajos que evalian la produccién de metano en animales Bos indicus con
forrajes de diferentes porcentajes de digestibilidad de la materia seca (DMS), tales como
Dicanthium aristatum (41% DMS), Chloris gayana (60% DMS) y Medicago sativa (70%
DMS), demostraron que la relacién entre la produccién de metano, la utilizacion de la
energia y los cambios en el peso corporal en bovinos alimentados con forrajes tropicales
difiere con respecto a aquellos alimentados con forrajes de zonas templadas y que la
produccion de metano (g/kg peso vivo) se encuentra altamente asociado (P<0.001) con
la ganancia de peso y la relacidon ganancia de peso: tipo de alimento (Kurihara, Magner,
Hunter, & McCrabb, 1999).

Por otra parte, una reduccién significativa del 22% de las emisiones de metano por
kilogramo de peso vivo ganado, se proyectd con el uso de Buenas Practicas de Manejo
(BPM), a través de la implementacion del pastoreo intensivo, practica que ofrece un alto

potencial en la utilizacién eficiente del forraje (DeRamus et al 2003).

Otro tipo de estrategias de manejo, a nivel del animal incluye los procesos de seleccién,
usando como parametro el Consumo Residual de Alimento (CAR) o residual feed intake
(RFI) que presenta una correlacion genética del 62 al 95% (Okine, Basarab,
Goonewardene, & Mir, 2004). Este se define como la diferencia entre la energia
metabolizable consumida (EMC) y la energia metabolizable requerida para
mantenimiento y ganancia. De este modo, animales con un consumo de alimento inferior
con respecto a otros animales de similares condiciones en peso y ganancia, son mas
eficientes (Okine et al., 2004) y producen 20% menos metano que los animales

denominados “ineficientes” (Mi Zhou, Hernandez-Sanabria, & Guan, 2009).
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. Manejo nutricional

El manejo nutricional como estrategia de reduccion de las emisiones de metano, se ha
descrito ampliamente (Igbal et al., 2008; Kumar et al., 2009; Shibata & Terada, 2010) e
incluye practicas de manejo que involucran el nivel de consumo de materia seca, la
relaciéon forraje:concentrado, los tipos de carbohidratos en la dieta, el estado vegetativo
del forraje, algunos métodos de conservacion (ensilajes, heno) y el procesamiento de los
alimentos, entre otros (Boadi, Benchaar, Chiquette, & Massé, 2004; Johnson & Johnson,
1995). Basicamente, el mecanismo de accion de éstas alternativas nutricionales, se
relaciona directamente a la dinamica de fermentacion de los nutrientes en el rumen, su
tasa de pasaje, tiempo de retenciéon y tasa de dilucion (Janssen, 2010). De tal manera
que, en la medida que la dieta o el alimento suministrado tenga una rapida tasa de
pasaje, con una oOptima digestibilidad, el ambiente ruminal reduce la actividad
metanogénica por una disminucién en la disponibilidad de los sustratos (CO, e H,)
necesarios para la metanogénesis o por competencia por los mismos (Janssen, 2010;
Shibata & Terada, 2010).

Por otra parte, diferentes autores han evaluado y descrito el uso de leguminosas
tropicales que contienen metabolitos secundarios, principalmente saponinas y taninos,
tales como Calliandra calothyrsus, Clitoria fairchildiana, Desmodium ovalifolium,
Flemingia macrophylla, Leucaena leucocephala, Leucaena macrophylla, Leucaena
pallida (Gunjan Goel & Makkar, 2012b; Moreira et al.,, 2012; Rosales, 1999). Dichos
forrajes han demostrado actividad anti-protozoaria (defaunante) debido a su alto
contenido de saponinas y actividad anti-metanogénica dependiendo de la naturaleza,
actividad y concentracién de taninos en la planta (Gunjan Goel & Makkar, 2012b; Patra &
Saxena, 2011; G C Waghorn et al., 2000). Como efectos indirectos, se ha demostrado la
reduccion de la degradabilidad ruminal de las proteinas, debido a la formacion de
complejos tanino-proteina que la convierten en proteina de sobrepaso, incrementando su
absorcion intestinal; de este modo, la tasa de pasaje del alimento se incrementa y se
produce una menor produccion de metano (Gunjan Goel & Makkar, 2012b; Patra &
Saxena, 2011). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados en los numerosos

trabajos de caracterizacion del potencial y modo de accion de los forrajes taniferos y sus



Efecto de lainclusién de un forraje tanifero sobre las poblaciones 20
metanogénicas del ecosistema ruminal en condiciones in vitro e
in vivo

extractos, siempre se concluye que aun se requiere confirmar los resultados obtenidos en

condiciones in vitro e in vivo (Moreira et al., 2012).

A pesar de la gran diversidad de especies forrajeras tropicales descritas, la variedad de
especies con estas caracteristicas disminuye en condiciones agrocliméticas por encima
de 2000 msnm y para suelos con mal drenaje, caracteristicos de algunas zonas de mayor
influencia en la produccién especializada de leche en Colombia, como lo es la Sabana de
Bogota. De tal manera, muchos trabajos se han desarrollado en la busqueda el potencial
genético de los forrajes para estas condiciones que cumpla con las demandas en
productividad y reduccién de las emisiones de metano entérico (Castro et al., 2009;

Carlos E Lascano & Cardenas, 2010).

En consecuencia, varias especies de Lotus con diferentes contenidos de taninos han
demostrado potencial en la reduccion de la metanogénesis (G C Waghorn et al., 2000) al
mismo tiempo que poseen caracteristicas compatibles con la demanda de forrajes de alto
valor nutricional, adaptables a las condiciones del trépico de altura colombiano (Castro et
al., 2009; Carlos E Lascano & Céardenas, 2010).

Lotus uliginosus conocida anteriormente como Lotus pedunculatus es una leguminosa
estolonifera perenne, perteneciente a la familia Fabaceae (Leguminosae), con habito de
crecimiento postrado y erecto, hojas pentafoliadas, con la apariencia de la alfalfa pero de
color ligeramente mas claro. Tres folios se agrupan en el apice y dos en la base del
peddnculo. La capsula de la semilla es el rasgo mas caracteristico del Lotus, con una
longitud cercana a los 4 cm se extiende desde el tallo que al invertir el pedinculo donde
se encuentran las vainas, se asemeja a la pata de un pajaro, de alli se deriva su nombre
comun: trébol pata de pajaro (Cardenas, Morales, Le6n, & Vargas, 2011). La capacidad
del Lotus de crecer en suelos acidos, con pH desde 4,5, su resistencia a condiciones de
mal drenaje y el alto valor nutricional son caracteristicas reconocidas de este forraje (G C
Waghorn & Mcnabb, 1990).

] Modulacion del ecosistema ruminal

El uso de inhibidores de la metanogénesis por medio de estrategias que involucran la

manipulacion del ecosistema ruminal se ha desarrollado desde hace varias décadas,
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iniciando con un gran nimero de antibidticos y agentes defaunantes introducidos en la
nutricion de rumiantes para mejorar la fermentacion ruminal e incrementar la eficiencia en
la produccion. Sin embargo la mayoria de estos aditivos causa problemas de toxicidad,
resistencia anti-microbiana y el tiempo de permanencia de sus efectos puede ser limitado

en condiciones de pastoreo, por lo tanto su uso es reducido (Patra & Saxena, 2009)..

Los compuestos fitoquimicos o metabolitos secundarios en plantas (MSP) que hacen o
pueden hacer parte de la dieta de los herbivoros y expresan una actividad biol6gica
capaz de modificar condiciones y poblaciones del rumen, son de gran interés en la
nutricion de rumiantes (Wallace, 2007). Estos metabolitos, son grupos de compuestos
guimicos que no estan involucrados en procesos bioquimicos primarios de las plantas,
tales como su crecimiento o reproduccién. Particularmente, se expresan como una linea
de defensa a condiciones adversas como la luminosidad, temperatura, estrés por
nutrientes, calidad del suelo o para prevenir la planta de la depredacién. Anteriormente,
los MSP eran considerados factores anti-nutricionales en la nutricién animal por su efecto
en la reduccion del consumo y baja disponibilidad de los nutrientes (Frutos, Hervas,
Giraldez, & Mantecon, 2004).

En la actualidad, el concepto que se maneja al respecto, involucra el uso de estos
metabolitos de forma estratégica, incrementando la eficiencia ruminal, mejorando el
metabolismo de la proteina dietaria, reduciendo la produccién de metano, disminuyendo
la presentacion de timpanismo y garantizando un estado sanitario del animal,
reemplazando parcialmente el uso indiscriminado de antibiticos (D. N. Kamra et al.,
2008; Ohene-Adijei et al., 2008; Patra & Saxena, 2009).

Los extractos vegetales de mayor impacto en la modificacion del ecosistema ruminal
incluyen aceites esenciales (AE), saponinas y taninos principalmente. Los aceites
esenciales han mostrado disminucién de las emisiones de metano in vivo del 25%
(Machmiuiller, Oliva, & Reuzer, 2003). Sin embargo su uso tiene implicaciones negativas
sobre el consumo y el alto costo de éstos no siempre los convierte en una alternativa
sostenible (Igbal et al., 2008). Los taninos han sido los mas utilizados por su
disponibilidad y diversidad, dado que se encuentran en un amplio grupo de forrajes como
arbustos, cereales, algunos granos y leguminosas de alto valor nutricional. Comparados

con los AE presentes en plantas aromaticas como la canela, clavo, orégano, entre otros,
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el uso de taninos es menos costoso, evitando procesos de extraccién, a través del uso el
material completo (forraje). El costo-beneficio un aspecto importante a tener en cuenta
durante la seleccion de estrategias de modificacion ruminal (Patra & Saxena, 2011;
Rosales, 1999).

1.3 Taninos como moduladores del ecosistema ruminal

Los taninos son un grupo de metabolitos secundarios de gran impacto como modulador
del ecosistema ruminal, con capacidad de reducir la metanogénesis en el rumen, con una
amplia distribucién en diferentes condiciones climaticas y presencia en muchos forrajes
(Patra & Saxena 2010).

1.3.1 Estructura y tipos de taninos

En una breve descripcién, los taninos son polimeros polifendlicos, solubles en agua y de
relativamente alto peso molecular con capacidad de formar complejos con proteinas,
debido a la presencia de un gran nimero de grupos hidroxilo fendlicos. Se clasifican
dependiendo de sus mondmeros, encontrdndose los taninos hidrolizables (TH) con el
acido gdlico y acido elagico como principales unidad estructurales y los taninos
condensados (TC) o proantocianidinas que se constituyen por polimeros de flavonoides,
a partir de unidades de catequinas o galocatequinas (Patra & Saxena, 2011; Rosales,
1999).

Los TC son altamente diversos y estan sujetos a varias modificaciones por la adicién de
diferentes grupos quimicos (generalmente hidroxilos) en diferentes posiciones,
generando infinitas posibilidades de estructuras quimicas con diferentes propiedades
biolégicas (Hans Dieter Hess & Lascano, 2006; Rosales, 1999). Por ejemplo, en dos
especies de Lotus, se encuentran diferentes tipo de polimeros que afectan su respuesta
biol6gica, en Lotus corniculatus, el 67% de sus subunidades son catequinas tipo
procianidinas, mientras Lotus pedunculatus (L. uliginosus) el 64% de sus subunidades
son epigalocatequinas tipo prodelfinidinas, éstas ultimas han demostrado alta capacidad

para la precipitacion de las proteinas (Frutos et al., 2004).
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Es conocido que la cantidad de unidades monoméricas y el peso molecular de los
taninos condensados afecta el grado de polimerizacion, determinando el nivel de
reactividad con las proteinas; asi, TC con menor peso molecular crean mas facilmente
complejos tanino-proteina (Patra & Saxena, 2011). Seigler (1998) define que en un rango
de peso molecular entre 500 y 2000, los TC presentan la maxima capacidad de ligar
proteinas. El efecto de los taninos en el metabolismo del nitrégeno ha sido ampliamente
descrito (D. N. Kamra et al., 2008; Min, Pinchak, Anderson, Fulford, et al., 2006a; G C
Waghorn & Mcnabb, 1990). Los complejos tanino-proteina nutricionalmente se conocen
como un mecanismo de proteccion de las proteinas dietarias a la actividad microbiana en
el rumen, haciéndola disponible en condiciones de pH<3.5, lo que implica la liberacién de
las proteinas en el abomaso para una absorcién intestinal (Frutos et al., 2004). La
reduccion de la protedlisis de los complejos, se ha atribuido a efectos directos inhibiendo
la actividad enzimatica enddgena de los microorganismos (principalmente proteoliticos) y
a efectos indirectos, cubriendo las superficie de las proteinas e interfiriendo asi con la
interaccidn enzima-sustrato (Tanner, Moore, & Larkin, 1994).

Altas concentraciones de TC en la dieta, como un remanente de taninos libres (no
ligados a proteinas) puede deprimir la digestion de los carbohidratos estructurales como
la celulosa y hemicelulosa, por inhibicién de directa de microorganismos celuloliticos o
inactivando algunas enzimas fibroliticas (Patra & Saxena, 2011). McAllister et al (2005)
mostraron que TC de diferentes leguminosas forrajeras inhibi6é la bacteria fibrolitica
Fibrobacter succinogenes siendo los taninos de menor peso molecular quienes
mostraron mayores efecto en las poblaciones microbianas del rumen, a si mismo, la
reduccion de la tasa de digestion de los carbohidratos repercute en la concentracion de

acidos grasos volatiles (AGV).

El efecto inhibitorio de los TC presentes en Lotus pedunculatus (L. uliginosus cercanos al
10% respecto a la MS) comparado con la leguminosa Medicago sativa sobre la
produccion de metano in vitro se demostré una vez mas por Tavendele (2005), con
valores de 8.8 vs 12.5 ml de CH4/0.5 g de MS fermentada, respectivamente. In vivo, la
leguminosa Lotus introducida en la dieta han demostrado reducir cerca del 16% la

produccion de metano expresado en g/kg de materia seca consumida en ovejas (G C
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Waghorn et al., 2000) y en otras especies herbivoras como alpacas (Pinares-Patifio et
al., 2003).

1.3.2 Mecanismos de accion de los taninos sobre la actividad
microbiana

Los forrajes que contienen taninos y los extractos de taninos condensados han
demostrado reducir la produccién de metano in vitro e in vivo (Gunjan Goel & Makkar,
2012b; H.D. Hess, Tiemann, Noto, Carulla, & Kreuzer, 2006; Jayanegara, Togtokhbayar,
Makkar, & Becker, 2009; Min, Pinchak, Fulford, & Puchala, 2005; Pellikaan et al., 2011).
En general, la mayoria de los trabajos explica los efectos de los taninos en la
metanogénesis de acuerdo a dos mecanismos de accién: un efecto directo afectando la
poblacién metanogénica como bacteriostatico y/o bactericida y uno indirecto, reduciendo
la produccion de hidrégeno por la disminucién de la digestibilidad del forraje (Tavendele
et al 2005).

Un reciente meta-analisis con el objetivo de evaluar los niveles de taninos que afecta la
produccion de metano en rumiantes, describe en 30 experimentos y 171 tratamientos en
diferentes condiciones concluyendo en términos generales que la produccion de metano
disminuye cuando se incrementan los taninos en la dieta (Jayanegara, Leiber, & Kreuzer,
2012). Los extractos de TC obtenidos del Lotus han mostrado en vacas, reducciones en
gCH4/kg MS consumida desde 17,7% con 40 g/kg (Woodward 2004) hasta 23,7%
ofrecido a voluntad (Woodward 2001) (tomado de (Gunjan Goel & Makkar, 2012b). La
mayoria de estos trabajos explican el efecto de los taninos por la disminucion de la
actividad fermentativa en el rumen (Patra & Saxena, 2011). Sin embargo, los
mecanismos que intervienen en la actividad microbiana y enzimética del rumen no son
enteramente claros (Frutos et al.,, 2004). Una revisibn mas especifica de las
implicaciones bioguimicas y metabdlicas sobre los microorganismos ruminales realizada

por este autor permite entender mas especificamente estos mecanismos.

El mecanismo de accién mas reconocido propone que los taninos interfieren con la
adhesion de los microorganismos a las paredes celulares, haciéndolos inaccesibles al
sustrato y limitando un proceso esencial en la degradacion (McAllister, Bae, Jones, &
Cheng, 1994) (Scalbert, 1991; McAllister et al., 1994b; McMahon et al., 2000) (Chiquette
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et al., 1988; McAllister et al., 1994a). Asimismo, su actividad quelante respecto a algunos
iones metalicos indispensables para el crecimiento y actividad de algunos

microorganismos, afectan el metabolismo microbiano (Scalbert, 1991).

Otros mecanismos que describen las propiedades antimicrobianas de los taninos,
incluyen la inhibicion de enzimas extracelulares. (Harinder P.S. Makkar, Singh, & Dawra,
1988), demostraron una inhibicion de la actividad proteolitica asociada a las bacterias B.
fibrisolvens y S. bovis formando un complejo entre taninos y proteasas de la pared
celular, produciendo cambios en la morfologia de dichas cepas como efecto téxico del
tanino. La formacién de estos complejos puede penetrar la célula lo suficiente para
reaccionar con uno o0 mas componentes ultra-estructurales que inhiben selectivamente la
sintesis de la pared celular. Una disminucién de la protedlisis en estas cepas puede
reflejar una reduccion en la exportacion de proteasas desde la célula en presencia de los
TC (Jones, Mcallister, Muir, & Cheng, 1994).

Los taninos pueden alterar la permeabilidad de las membranas (Scalbert, 1991), pero
existen algunos microorganismos del rumen que son tolerantes a los TC (Nelson,
Thonney, Woolston, Zinder, & Pell, 1998). Los mecanismos de tolerancia bacteriana
incluyen degradacién/modificacién del tanino, disociacion de los complejos tanino-
sustrato, inactivacion del tanino por enlaces de alta afinidad, reparacion/modificacién de
la membrana y secuestro de iones metdlicos. Es sabido que el grado de tolerancia es
especifico de acuerdo al microorganismo y a las caracteristicas del tanino, variando entre

hidrolizables y condensados (Smith et al 2005).

Respuestas especificas de bacterias frente a la inclusion de taninos de Lotus corniculatus
han demostrado que la concentracion de TC promueve diferentes respuestas
microbianas. Con altos contenidos de TC el glicocalix de la pared celular en bacterias
reduce su tamafo pero al disminuir la concentracion este fendbmeno no se presenta
(Chiguette, Cheng, Rode, & Milligan, 1989). Similar a la secrecion de glicoproteinas en la
saliva para neutralizar la accion de los taninos durante el consumo (Scalbert, 1991).
Para la actividad endoglucanasa extracelular de Fibrobacter succinogenes se demostro
una inhibicion con niveles de 100 — 400 pg/ml de TC extraidos de L corniculatus bajo
condiciones in vitro Bae et al. (1993). Similares resultados se encontraron en el

crecimiento de las bacterias Clostridium proteoclasticum, B. fibrisolvens, Eubacterium
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spp. R. albus, F. succinogenes y S. bovis, asi como en su actividad proteolitica in vitro
(Min et al. 2005)

El impacto de los taninos sobre otras poblaciones como hongos y protozoarios también
se ha descrito. En hongos se determind su impacto usando mondmeros (acido ténico,
elagico, galico) y catequinas, en una cepa de Neocallimastix frontalis RE1, mostrando
efecto en la disminucién de la capacidad de adhesion de las zoosporas a la celulosa, tal
vez por el recubrimiento de diferentes receptores en la superficie celular que participan
en este proceso, asi mismo se reduce la actividad celulolitica, siendo menos sensible a

los TC con respecto a las bacterias celuloliticas (Muhammed et al 1995).

En protozoarios sus efectos son muy variables, algunos autores reportan incremento de
esta poblacién cuando se incluyen 45 g TC de Acacia cyanophylla / kg de materia seca
(Salem et al 1997). Similares resultados se encontraron en ovejas alimentadas con Lotus
corniculatus y H. coronarium (Chiquette et al., 1989). Por otra parte, Makkar et al. (1995)
reportan reducciones significativas en el nimero total de protozoarios entodinomorfos y
Holotricos con 0.1-0.4 mg/ ml de TC de quebracho en un sistema Rusitec. Mientras
Benchaar et al. (2008) no observaron efectos en vacas alimentadas con 700 g/kg MS o
150 g/dia, probablemente asociado a una dosis baja en la dieta. De tal manera que en
protozoarios, los mecanismos de accién y el efecto de los taninos no es aun conocido
(Patra & Saxena, 2011).

A pesar de los esfuerzos realizados en la identificacion y mecanismos de accion de los
taninos respecto a sus efectos sobre la fermentaciéon ruminal y produccién de metano, es
poco clara la relacién entre estructura y funcién del rumen como comunidad frente a la
reduccion del metano entérico (D. N. Kamra et al., 2008; Patra & Saxena, 2009; Wallace,
2007). Una de las conclusiones basadas en el uso de técnicas moleculares para
establecer los cambios en las poblaciones microbianas, es que no siempre los cambios
en la metanogénesis ruminal se acompafan de cambios en las poblaciones microbianas
y viceversa (G Goel, Makkar, & Becker, 2008a; D. N. Kamra et al., 2008; Ohene-Adjei et
al., 2008). Se genera entonces inquietudes respecto a si el uso de las herramientas
moleculares y los microorganismos de referencia son los adecuados para entender la

respuesta animal.
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1.4 Meétodos de estudio en ecologia de metandgenos del
rumen

Durante el siglo 20, los estudios de microbiologia del rumen se basaron en técnicas
clasicas de cultivo como aislamiento, conteo y caracterizacion nutricional, describiendo
cerca del 10-20% de las poblaciones y generando informacion valiosa en términos de
caracterizacién fisiologica (C. Mcsweeney et al., 2009). Muchas revisiones y manuales
técnicos han descrito ampliamente la importancia e impacto de los estudios en ecologia
microbiana molecular, teniendo en cuenta que permiten explorar la estructura, funcién y
diversidad metabdlica de las comunidades dentro del ecosistema a partir de una amplia
gama de técnicas disponibles (G. T. Attwood et al., 2011; C. S. Mcsweeney et al., 2007;
M. Zhou et al., 2011)

1.4.1 Métodos dependientes de cultivo

Las técnicas basicas de cultivo de Archaeas metanogénicas para ambientes marinos,
suelos, lodos e intestino se desarrollan a partir de medios anodxicos con potencial redox
por debajo de -330 mV y atmésferas presurizadas con 20% de dioxido de carbono, que
involucra desde preparacion de los depuradores de oxigeno, medios andxicos por
ebullicion, método de vacio de vértice, uso de jeringas asépticas andxicas y para

crecimiento, placas de agar selectivo y tubos de roll o roll-tube (Wolfe, 2011)

En metandégenos ruminales durante la década de los 50’s, las placas de agar y el roll-
tube se perfeccionaron para esta poblacion de acuerdo a sus condiciones de crecimiento.
En 1952, se obtuvo el primero cultivo puro de un metandégeno ruminal utilizador de
acetato aislado de cabras, Methanosarcina (Beijer 1952). Posteriormente se aislaron de
bovinos Methanobacterium formicium (Opperman., et al. 1957), Methanobrevibacter
ruminantium (Smith y Hungate 1958), Methanomicrobium mobile (Paynter y Hungate
1968) todos con capacidad de reducir metano a partir de CO,, H,, metanol y metilamina
en algunas especies de Methanobrevibacter (Maestrojuén y Boone 1991; Wolin et al.
1986).
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La informacién obtenida a través de estos trabajos, es considerada fundamental en
términos de morfologia y metabolismo de los metandégenos (Whitman et al. 1993)

ademas de ser la base en la creacién de las bibliotecas genémicas (M. Zhou et al., 2011).

1.4.2 Métodos independientes de cultivo

Los meétodos independientes de cultivo utilizan la informacion de macromoléculas
basadas en &cidos nucleicos como ADN y ARN Yy proteinas, asi como sus procesos que
estdn involucrados en procesar la informacion genética (replicacion del ADN,
transcripcién y traduccion), ya que varian los suficiente a nivel taxonémico para generar
clasificaciones filogenéticas mejor diferencias que las fenotipicas (DeLong & Pace, 2001;
Rodicio, 2004; Woese et al., 1990).

Estas tecnologias examinan la estructura de la comunidad a través de las sub-unidades
pequefias (SSU) del gen ARN ribosomal (ARNr 16S) o también conocido como ADN
ribosomal 16s (ADNr 16S) en cuya secuencia estan codificados en los genomas de todos
los organismos celulares y son altamente conservadas, pero contienen regiones de
variabilidad de la secuencia suficiente para distinguir entre grupos especificos de
microorganismos (Rodicio, 2004). Las metodologias que utilizan el ARNr 16S son usadas
comunmente para identificacion y clasificacion de una especie o género dentro de una
poblacion. A excepcion de métodos directos como FISH, todos dependen de la

extraccién de ADN o ARN como primer paso en el proceso.

Las muestras de contenido ruminal pueden ser colectadas via oral o directamente en el
rumen por medio de canula y de cualquier manera, una eficiente metodologia de
extraccién es un pre-requisito en estudios moleculares de ecologia microbiana del rumen.
(H.P.S: Makkar, 2005). Al examinar una comunidad, es importante distinguir y definir el
objetivo entre identificacion, cuantificacion y monitoreo, dado que el objetivo define el tipo
de acido nucleico (ADN o ARN) y la seleccion de la técnica a utilizar (Ackie, Minov, &
Hite, 2000). En la tabla 1-3 se presenta una clasificacion general de los enfoques
moleculares en el estudio de metanégenos ruminales descritos por Zhou et al. (2011), su
uso, algunas caracteristicas metodol6gicas relevantes y limitaciones en el uso de las

mismas.
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Tabla 1-3. Resumen del uso de técnicas moleculares en microbiologia del rumen
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Tabla 1-3. Continuacion.
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1.4.3 MetagenOmicay pirosecuenciacion

La gendmica consta del mapeo y secuenciacion de los genomas para analizar los genes
y sus funciones (McSweeney & Mackie, 2012). La evolucién de la gendémica es el estudio
de genomas colectados de un ecosistema que pueden ser usados para examinar la
filogenética, propiedades fisicas y funcionales de una comunidad microbiana y se conoce
como metagenomica (Handelsman, 2004).

La metagendmica forma parte de las nuevas tecnologias conocidas como “6micas”, que
proveen de mayor informacion a diferentes niveles, a saber: el genoma y transcriptoma,
con todos los genes que son convertidos en transcritos como ARNm; el proteoma,
refriéndose a todas las proteinas celulares; metaboloma, como todos los productos
metabdlicos e intermediarios de la célula; el interactoma siendo el set de moléculas
producto del metabolismo con actividad biol6gica que interactian con las proteinas y el
fenoma, entendido como todas las caracteristicas observables de un organismo
(McSweeney & Mackie, 2012).

Estudios metagendémicos involucran analisis basados en secuencias y funcionalidad del
set de genes donde el proceso requiere la extraccion de ADN gendmico a partir de una
muestra ambiental, clonacion en células viables y la posterior creacion de la libreria
metagendmica vista en las secuencias obtenidas de dichos clones, asi como la expresion

metabdlica de los mismos (Handelsman, 2004).

Muchos trabajos se estan adelantando en esta area para el ecosistema ruminal. Sin
embargo, dada la complejidad del mismo, las metodologias empleadas por ahora se
enfocan en la secuenciacién de genomas completos como el de Methanobrevibacter
ruminantium (Leahy et al., 2010) y la composiciébn de las comunidades a través de
secuenciacion de siguiente generacion como pirosecuenciacion (Jami & Mizrahi, 2012;

Kittelmann et al., 2013) que permitan continuar hacia el desarrollo de las “Omicas”.

Las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento (por ejemplo, pirosecuenciacion)
son la base para estudios complejos del ecosistema. A pesar de las dificultades para

predecir con certeza la funcion a partir de las secuencias de genes, no es imposible
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concluir sobre funcionalidad basados en los andlisis de genes del 16S ARNr, la
presencia, ausencia o fluctuaciones de los grupos microbianos, que pueden comprobar
los efectos de fuerzas externas e internas de la comunidad como un conjunto (Robinson,
Bohannan, & Young, 2010).

Todas las metodologias de secuenciacion se derivaron a partir de la metodologia de
secuenciacién de Sanger o de los dideoxinucleétidos, desarrollada en 1977. Este
proceso involucra varias técnicas como la clonacién bacteriana o PCR, purificacién de
templados, marcaje de fragmentos de ADN, tincion de dideoxinucledétidos, electroforesis
capilar y deteccion por fluorescencia de la secuencias de los nucleétidos en un fragmento
de ADN (Metzker, 2010).

Con el creciente interés en los proyectos de metagenomas y avances en herramientas
bioinforméticas, se impulsé la creacion de plataformas de secuenciacion de alto
rendimiento, clasificando los tipos de secuenciacion de acuerdo a su capacidad de
producir mayor volumen de pares de bases de acuerdo a la plataforma usada (Metzker,
2010; Petrosino, Highlander, Luna, Gibbs, & Versalovic, 2009a) , tal como se describe en
la Tabla 1-4.

Tabla 1-4. Caracteristicas principales de las tres generaciones de la secuenciacion

Generacion Plataforma Longitud de las lecturas Mb por corrida
(pb)
1° GS 20 100 30-60
2° GS FLX 250 150
Standard
3° GS FLX < 350 400
Titanium

pb= pares de bases, Mb= Megabases (1 millébn de pares de bases)

La pirosecuenciacion 454 de alto rendimiento comercializada por Roche® (Roche/454
Life Sciences) forma parte de la 3° generacion al igual que lllumina/Solexa y SOLID, la
cuales producen 75-100 y 50 pb con 18-35 y 30-50 Gb/corrida respectivamente. Sin
embargo la ventaja metodoldgica de la quimica de 454 (pirosecuenciacion) es su

capacidad de producir secuencias de mayor tamafio comparadas con las demas
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(Metzker, 2010), lo que permite reducir las dificultades al estimar indices de riqueza por

distancias filogenéticas (Robinson et al., 2010).

Las secuencias de ADN generadas por estos métodos son ensambladas y anotadas por
analisis computacionales usando como referente los genomas conocidos y publicados en
bases de datos publicas. El objetivo de los analisis metagendmicos es crear catalogos de
informacion gendmica que permitan entender cuales son los genes predominantes, cO6mo
se regulan y cudl es su contribucion al ecosistema (McSweeney & Mackie, 2012). Para
ello se requieren bases de datos como RDP Il (Ribosomal Database Proyect I

http://rdp.cme.msu.edu/) que se basa en la taxonomia de Bergey; Greengenes

(http://greengenes.lbl.gov), que incluye mudltiples esquemas taxondémicos permitiendo

clasificar los resultados para hacer = comparaciones 'y  ARB-SILVA

(http://www.arb.silva.de/) con una taxonomia microbiana mas flexible que Greengenes,

siendo la precision en la clasificacion taxondmica dependiente en gran medida de bases
de datos curadas (Petrosino, Highlander, Luna, Gibbs, & Versalovic, 2009b).
Bésicamente, estas bases de datos procesan las secuencias obtenidas, alineandolas y
agrupandolas por su similitud respecto a secuencias de referencia para su clasificacién
taxonomica (Robinson et al.,, 2010). Para el siguiente paso, se requieren otras
herramientas bioinformaticas especializadas en meta-analisis como el “pyrosequencing
pipeline” de RDP Il o servidores publicos como MG-RAST (Rapid Annotation using
Subsystems Technology for Metagenomes) y QIIME (http://giime.sourceforge.net/) que

facilitan el proceso de comparaciones filogenéticas, anotaciones funcionales, perfiles
filogenémicos y reconstrucciones metabdlicas dependiendo el objetivo del trabajo (Meyer
et al., 2008; Robinson et al., 2010).

1.4.4 Evaluacion de la diversidad

Para entender los principios que gobiernan las comunidades ecoldgicas se requieren
mediciones rigurosas que describan las propiedades de la comunidad, lo cual se puede
obtener usando el concepto de diversidad y de estructura de la comunidad. Estos se
relacionan y explican a través de los componentes de la diversidad a tres escalas
descritos por Whittaker en 1975 (Hughes, Hellmann, Ricketts, & Bohannan, 2001).


http://rdp.cme.msu.edu/
http://greengenes.lbl.gov/
http://www.arb.silva.de/
http://qiime.sourceforge.net/
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Una primera escala se conoce como diversidad local (alpha) que es la diversidad medida
en una localizacion particular, por ejemplo: la diversidad de una comunidad microbiana
dentro de un solo hospedador. En la segunda escala, la diversidad regional (gamma) se
describe la diversidad de un set de estas localidades, es decir la diversidad de la
comunidad microbiana encontrada en una poblacion de hospedadores. Finalmente, la
diversidad beta que une o relaciona los niveles local y regional, como cambio en la
composicion de la comunidad a través de las comunidades locales, tal como la diferencia
en la estructura de la comunidad de hospedador a hospedador. El estudio de la
diversidad beta es la herramienta mas usada para entender las reglas ecolégicas que

gobiernan un ecosistema (Robinson et al., 2010).

Los estudios de ecologia microbiana, basados en técnicas moleculares como
pirosecuenciacion, permiten estimar la riqgueza, diversidad y similitud por medio de lineas
de trabajo; por ejemplo, en “RDP pyro-pipeline”, se describe un esquema metodoldgico
para obtener informacién para los set de datos obtenidos y que son clasificados en dos
grandes grupos: los métodos basados en taxonomia e independientes de taxonomia
(Cardenas, Cole, Tiedje, & Park, 2009).

Los métodos basados en taxonomia son rapidos y permiten clasificar, encontrar
secuencias cercanas y detectar taxas entre muestras, basados en la similitud entre las
secuencias y las bases de datos, usando algoritmos de similitud (parientes mas cercanos
0 neighbor-nearest), que son parte de herramientas bioinformaticas como el RDP
Classifier, RDP library y RDP Segmatch. Por otra parte, los métodos independientes de
taxonomia alinean las secuencias, y basandose en algoritmos de agrupamiento, crean
distancias filogenéticas con curvas de rarefaccion y Unidades Taxonomicas
Operacionales (OTU’s por sus siglas en inglés); de igual forma, estas metodologias
estiman algunos indices de diversidad como Chaol y ACE para el numero total de
especies en la muestra y el indice de Shannon-W (H’) para medir la distribucién de las
especies en la muestra. Finalmente los indices de Sorensen y Jaccard permiten
establecer la similitud entre muestras, basandose en la composicién de las comunidades
(Cardenas et al., 2009).

En general, toda la informacion obtenida (basada o no en la taxonomia) busca

aproximarse hacia la clasificacion de la comunidad, encontrar los parientes mas cercanos
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y comparar las comunidades. Especificamente para los microorganismos metanogénicos
del rumen, en las Ultimas décadas, gran parte del esfuerzo se ha enfocado hacia una
descripcion de la estructura de la comunidad por medio de analisis filogenéticos
(Janssen & Kirs, 2008; Whitford et al., 2001; Wright, Toovey, & Pimm, 2006) y comparar
estas poblaciones en funcién de caracteristicas dietarias 0 ambientales como la eficiencia
nutricional (Mohammed, Zhou, Koenig, Beauchemin, & Guan, 2011; Mi Zhou et al., 2009;
Z. Zhou, Meng, & Yu, 2011).

La diversidad se puede medir a partir de una gran variedad de indices dependiendo el
objetivo del trabajo, para este caso, se describen algunos de éstos de interés para este,,

basados en las revisiones de (Moreno, 2001) y (Escalante, 1986).

Rigueza especifica (S): numero total de especies obtenidas por el censo de una

comunidad.

Rarefaccion: La rarefaccién compara la diversidad observada entre sitios, tratamientos o
habitats que no han sido muestreados equitativamente. Permite hacer comparaciones de
nameros de especies entre comunidades cuando el tamafio de las muestras no es igual.
Calcula el nimero esperado de especies de cada muestra si todas las muestras fueran
reducidas a un tamafio estandar. Una curva de rarefaccibn muestra el cambio en el valor

esperado de rigueza de especies de acuerdo al tamafio de la muestra.

Ecuacion 1-1. La rarefaccion se calcula por la férmula

(N — Ni))

E(S)zZl—(:

2=l

Donde, E(S) = numero esperado de especies N = numero total de individuos en la

muestra Ni =nimero de individuos de la iésima especie n = tamafio de la muestra.
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Chaol: Es un estimador no paramétrico del nUmero de especies en una comunidad

basado en el nUmero de especies raras en la muestra.

Ecuacion 1-2. indice de Chaol

2

a
1= —
Chao S+2b

Donde, S es el nUmero de especies en una muestra, a es el nimero de especies que
estdn representadas solamente por un Unico individuo en esa muestra (nimero de
“singletons”) y b es el nimero de especies representadas por exactamente dos individuos
en la muestra (numero de “doubletons”). Este indice es particularmente util para series de
datos que tengan poca abundancia en sus clases, como es el caso de estudios de

ecologia microbiana.

indice de Shannon-Wiener: expresa la uniformidad de los valores de importancia a
través de todas las especies de la muestra. Mide el grado promedio de incertidumbre en
predecir a qué especie pertenecera un individuo escogido al azar de una coleccion,
asumiendo que los individuos son seleccionados al azar y que todas las especies estan
representadas en la muestra. El indice va de 0 para comunidades con una sola especie
hasta valores altos para comunidades con muchas especies, cada una con pocos
individuos y la expresion logaritmica S, cuando todas las especies estan representadas
por el mismo numero de individuos. Se calcula por la ecuacion, donde pi es la proporciéon

relativa (drea) de cada comunidad dentro del hospedador para este caso.

Ecuacion 1-3. indice de Shannon-Wiener

H' = —Zpi Inpi

indice de Simpson: Este indice manifiesta la probabilidad de que dos individuos
tomados al azar de una muestra sean de la misma especie. Esta fuertemente relacionado

con la importancia de las especies mas dominantes y como su valor es inverso a la
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equidad, la diversidad puede calcularse como 1 — A.

A= Zpi2

Donde pi = abundancia proporcional de la especie i; es decir, el nimero de individuos de

Ecuacion 1-4. indice de Simpson

la especie i, dividido entre el nUmero total de individuos de la muestra.

Valor Interpretacién
0.0-0.5 Muy baja diversidad o muy baja dominancia
>0.51-0.7 Bajadiversidad o alta dominancia
>0.71-0.8 Diversidad y dominancia media
>0.81-0.9 Altadiversidad o baja dominancia
>0.91-1.0 Muy alta diversidad o muy baja dominancia

Los cambios en la composicién de la comunidad a través de las comunidades locales, es
decir, las diferencias de hospedador a hospedador, se pueden estimar por medio del
indice de Whittaker como parametro de la diversidad beta (B), presentando variaciones

entre hospedadores cuando su valor es diferente de cero (0).
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2. Dinamica de la produccién de gas total,
metano y poblacion metanogénica en
respuesta al Lotus uliginosus y sus taninos
condensados purificados en cultivos in vitro

2.1 Introduccidn

Actualmente el uso de plantas que contengan metabolitos secundarios como taninos,
saponinas y aceites esenciales usados como aditivos 0 como sustrato forrajero, han
demostrado efectos sobre la metanogénesis en condiciones in vitro (Martin, Doreau, &
Morgavi, 2008). Leguminosas que contienen taninos condensados asi como sus
extractos presentan actividad anti-metanogénica altamente variable en estudios in vitro
(Jayanegara et al., 2012), atribuida principalmente a efectos directos sobre las
poblaciones microbianas (bactericidas o bacteriostaticos) e indirectos sobre la produccion

de hidrégeno y degradacion de los sustratos (Tavendele et al., 2005).

Las técnicas in vitro para medir la produccion acumulada de gas han sido ampliamente
usadas en la prediccion de la fermentacion de los alimentos en rumiantes, incubando el
alimento o sustrato objetivo en un medio buffer y usando como inéculo diferentes fuentes
de microorganismos ruminales; el gas producido durante un periodo de tiempo es medido
como un indicador indirecto de la cinética de fermentacion en cultivos en lote (Rymer,
Huntington, Williams, & Givens, 2005). Diversas metodologias se han descrito usando
transductores de presiébn manuales o automaticos y colectando del volumen de gas
contenido en el espacio de cabeza del fermentador para analisis de la proporcion de los

gases CO,, H,y CH, permitiendo determinar la dinamica de produccién de metano de
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los alimentos de una forma mas facil, rdpida y econdémica respecto a experimentos in vivo
(Mauricio et al., 1999; Pell & Schofield, 1993; van Gelder et al., 2005).

La cinética de fermentacion se puede describir a través de pardmetros estimados por
modelos mateméticos no lineales (Noguera, 2007). EI modelo Gompertz ha sido
ampliamente descrito y usado para explicar de forma dindmica la fermentaciéon con un
buen ajuste e interpretacion biol6gica de los pardmetros; en el modelo son incluidos los
pardmetros de produccién de gas (ml), tasa maxima de produccion de gas (ml/h) y el
tiempo medio en alcanzar la maxima produccion de gas (h) (France, Lopez, Kebreab, &
Bannink, 2005), (Tedeschi, Schofield, & Pell, 2008; Vazquez, Lorenzo, Fucifios, &
Franco, 2012). Simultaneamente, los cambios en las poblaciones microbianas de
bacterias y metandgenos se han estimado a través del tiempo y al final de la
fermentacion in vitro cuando se incluyen leguminosas taniferas (Abdalla et al., 2012;
Bhatta et al., 2009; Pellikaan et al., 2011) asi como otras fuentes de suplementacién
(Min, Pinchak, Anderson, & Hume, 2006; W. L. Williams et al., 2010).

En el presente trabajo se realizaron dos experimentos para determinar el efecto de los
forrajes Pennisetum clandestinum (Kikuyo), Lotus uliginosus var Maku (Lotus), en
diferentes proporciones (100:0, 40:60, 60:40, 80:20 y 0:100 respectivamente), y el efecto
de los taninos condensados purificados del Lotus uliginosus en niveles de inclusion de 0,
20, 40 y 60 ppm sobre la produccion y tasa maxima de gas total y metano, asi como la
dindmica de la poblacién metanogénica durante la fermentaciéon en las horas 2, 4, 8, 12,

24 y 48 post-inoculacion.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Localizacion de los experimentos

El trabajo se desarroll6 el centro de investigaciones (C.l.) de la Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria CORPOICA Tibaitata, ubicada en el Km 14 via Mosquera
del departamento de Cundinamarca, con altitud de 2516 metros sobre el nivel del mar
(msnm), con temperatura media de 14°C, humedad relativa de 76% y precipitacion anual
de 20 a 24 mm.
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2.2.2 Colecta y caracterizacion quimica de los forrajes

Se colectaron 500 gramos de los forrajes Pennisetum clandestinum y Lotus uliginosus
var. Maku en el CI Tibaitat4, durante los meses de febrero y marzo de 2011, con una
edad de corte de 45 dias a 10 cm de altura del suelo, simulando el pastoreo. Las
muestras fueron congeladas a -20°C, liofilizadas y molidas a 1 mm. Se determiné
composicion quimica de la pared celular de los forrajes en términos de fibra detergente
neutra (FDN), fibra detergente acido (FDA), celulosa y lignina (Van Soest, 1967 y AOAC,
2003). Las fracciones de proteina para los forrajes se analizaron siguiendo el protocolo
desarrollado en la Universidad de Cornell, conocido como sistema de carbohidratos y
proteina neta de Cornell (CNCPS, por sus siglas en inglés, Cornell Net Carbohydrate and
Protein System) para estimar las fracciones soluble e insoluble de la muestra (NNP, B1,
B2, B3 y C). La estimacion del contenido de taninos en Lotus uliginosus se determino en
el laboratorio de calidad de forrajes del Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT, Cali, Colombia) segun el protocolo descrito por (H.P.S. Makkar, 2003).

2.2.3 Purificacion de taninos condensados del Lotus uliginosus

La extraccion de los taninos condensados del Lotus uliginosus se realizé en el laboratorio
de calidad de forrajes del CIAT (Cali, Colombia). Diez ml de acetona al 70% (vol/vol)
fueron agregados a 0.1 g de muestra de la fuente del tanino, en un Erlenmeyer con tapén
durante 20 horas. Después de centrifugar a 2795 g por 15 minutos, se colecto el
sobrenadante en 10 ml de butanol HCI en presencia de hierro, usando el agente rodanina

(5-4 dimetilaminobencilideno) segun el protocolo de (H.P.S. Makkar, 2003).

2.2.4 Experimento 1: Diferentes proporciones de los sustratos

Lotus uliginosus y Pennisetum clandestinum

En este experimento se evaluaron mezclas entre Pennisetum clandestinum y Lotus
uliginosus en proporciones de 100:0 (T1), 40:60 (T2), 60:40 (T3), 80:20 (T4) y 0:100 (T5),
respectivamente. Dichas mezclas fueron usadas como sustratos en las fermentaciones
anaerobicas in vitro de 200 mg de materia seca, como es descrito en los péarrafos de la

siguientes secciones.
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2.2.5 Experimento 2: Diferentes niveles de inclusién de taninos
condesados purificados de Lotus uliginosus sobre la base

forrajera Pennisetum clandestinum

En este segundo ensayo se evaluaron diferentes niveles de inclusion de taninos
condensados purificados (TCP) adicionando 1 ml de solucion acuosa a concentraciones
de 0, 20, 40 y 60 ppm (Ver seccion 2.2.3) en el medio de cultivo y utilizando como

sustrato Pennisetum clandestinum (Kikuyo) en las fermentaciones anaerobicas in vitro.

2.2.6 Técnica de produccion de gas total in vitro

Las variables de produccién de gas total, la dinamica de produccion de metano y la
poblacion de metandgenos totales fueron determinadas usando la técnica de produccion
de gas total in vitro (Theodorou et al. 1994) para los ensayos 2.2.4 y 2.2.5, tal como se

describen a continuacion.

La produccién de gas total permite evaluar la extension y cinética de la degradacion de
un sustrato y la actividad microbiana por medio de la relacion presion y volumen de gas
producido (Mauricio et al., 1999; Rymer et al., 2005); utilizando un Transductor de
Presion Manual (TPM) con valvula y jeringa desechable graduada. Siguiendo la
metodologia descrita por Bryant (1962) y Hungate (1969), las fermentaciones se

realizaron en botellas de vidrio transparentes con capacidad de 50 ml (Ver Figura 2-1).

- -

Figura 2-1. Sistema de medicién de volumen y presion de gas in vitro
El inéculo utilizado fue fluido ruminal fresco vy filtrado colectado de un novillo fistulado de
raza Normando de 450 Kg peso vivo, alimentado a base de Kikuyo (Pennisetum

clandestinum), sal mineralizada y agua a voluntad, el fluido se colecté dos horas post-



Efecto de lainclusién de un forraje tanifero sobre las poblaciones 42
metanogénicas del ecosistema ruminal en condiciones in vitro e
in vivo

alimentacion. El medio de cultivo empleado fue el descrito por Goering and Van Soest
(1970), éste contiene caseina como fuente de proteina, solucién buffer (35 g NaHCO3,4
g(NH4)HCO3 L-1), solucibn macromineral (5.7 g Na2HPO4,6.2 g KHPO4,0.6 g
MgS04.7H20L-1) y solucién micromineral (13.2 g CaCl2.2H20, 10 g MnCI2.4H20, 1 g
CoCl2.6H20, 0.8 g FeCl2.6H20) agua destilada, rezasurina como indicador del potencial
redox y HCL cisteina como agente quelante del oxigeno residual. La proporcién indculo:
medio de cultivo fue de 1:4 con un volumen de fermentacién final de 20 ml y 200 mg de
sustrato (de acuerdo a los objetivos del estudio). Las fermentaciones se desarrollaron en
incubadora (Memmert IND400, Alemania) a temperatura constante de 39°C por 48 horas,
realizando periodos de muestreo de los gases durante las horas 0, 2, 4, 8, 12, 24 y 48
post-inoculacion y colectandolos en frascos al vacio (Vacutainer ®) de 7 ml para posterior

cuantificacion de metano.

La dinAmica de la poblacion total de metandgenos in vitro se determiné en el contenido
total de las botellas, por medio de sacrificios en las horas de medicion de gas (0, 2, 4, 8,
12, 24 y 48 horas). Las botellas se congelaron a -20°C inmediatamente después de la

medicién de gas para posterior liofilizacion y extraccién de ADN total.

Al final del periodo de fermentacién fue determinado el porcentaje de degradabilidad in
vitro de la Materia Seca (DIVMS) segun Tilley y Terry (1963), cuantificada
gravimétricamente como la diferencia del peso del sustrato inicial y final. Adicionalmente
fue evaluado por potenciémetro el pH final del medio. Las fermentaciones se realizaron

con tres réplicas por tratamiento y se repitieron durante tres periodos.

2.2.7 Cuantificacion de produccién de metano

La cantidad de metano en la muestra se determiné por cromatografia de gases, en un
cromatégrafo Shimadzu GC-2014 equipado con detector de ionizacion de llama (FID); las
condiciones cromatograficas fueron una columna RT-M sieve 52 de 30 m x 0.53 mm ID x
50 um, con temperatura de detector de 170°C y temperatura del inyector de 150°C,
programa de temperatura isotérmica de 30°C por 3 minutos, presién de 100KPa, flujo
total de 50 ml/min, flujo de columna 12.37 ml/min, velocidad lineal de 93.3 cm/s y

volumen de inyeccion de 500 pL.
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2.2.8 Evaluacion de la dindmica de produccién de gas total y
metano

La cinética de produccién de gas y la produccion de metano se evalu6é por medio de la
ecuacion no-lineal de Gompertz (Sakomura y col. 2005) descrita como:

Ecuacion 2-1. Ecuacion no lineal de Gompertz
Y =ax*exp(— exp(—b * (t — c)))

Donde Y es el gas o metano total producido en ml (GT o GTcps respectivamente), a es la
asintota o méaxima produccién de gas en ml/l200mg MS, b es el cambio en las
caracteristicas de la curva, c es el momento de méaxima produccion de gas en horas y t

es el tiempo (h).

La tasa maxima de produccion de gas/metano en ml/h se estimé por medio de la

ecuacion 2-2;

Ecuacion 2-2. Tasa maxima de produccion de gas

(a/c)

Tmax = 5 Te281

Donde a y c son los parametros obtenidos del modelo y 2,718281 es el nUmero eureliano

(e), los parametros se obtuvieron usando el programa curvexpert version 3.2.

2.2.9 Dinamica de las poblaciones de metandgenos totales

Extraccion y cuantificacion del ADN total

La extraccion del ADN se realizé basada en los protocolos descritos por Yu y Foster
(2005) en el libro “Methods in gut microbial ecology for ruminants” (H.P.S: Makkar,
2005). Usando una técnica de extraccion directa, por medio de tres pasos: (i) lisis celular
para liberar el ADN/ARN, (ii) separacion del ADN/ARN por manipulacion enzimatica,

precipitacién o con matriz solida vy (iii) la recuperacion del ADN/ARN.

El contenido total de la botella, fue depositado en un tubo de plastico, almacenado a -

20°C vy liofilizado, una vez se liofiliza el contenido ruminal, fue macerado y se transfieren
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20 mg de muestra a tubos para microcentrifuga de 2 ml con 0.25 g de perlas de vidrio
estériles, con diametro de 1 mm para posterior proceso de agitacion usando un Mini
Bead-Beater-8 (Biospec MMB-8) a 4000 rpm durante 2 minutos, seguido por una lisis
guimica con buffer de lisis y acetato de potasio y lisis por choque térmico con nitrégeno
liquido (-195°C) y agua en ebullicién (100°C). El material fue centrifugado a 13000 rpm a
4 °C y 15 minutos, el sobrenadante obtenido se transfirié a un nuevo tubo junto con una
matriz de ligamiento de silica para el ADN (Glass milk). Para retirar residuos como
proteinas, &cidos organicos y carbohidratos que afectan la calidad del ADN, se utilizé
etanol frio al 70%. La recuperacion del ADN se realizé6 con 100 uL de agua ultra-pura
grado molecular®. EI ADN se almacend inmediatamente después a 4°C para
cuantificacion y dilucion de soluciones de trabajo y el stock del ADN se mantuvo a -20°C.

La cantidad y calidad del ADN obtenido, se determin6 con el nanoespectrofotometro ND-
100 (NanoDrop, Wilmington, USA) a una longitud de onda de 260 nm. La concentracion
de ADN se estim6é en ng/ul y la pureza del mismo se estimé por la relacion entre la
absorbancia a 260/280 nm, siendo el 6ptimo un rango de 1.8 a 2.0.

Amplificacion y cuantificacién del ADN de las poblaciones metandgenos por qPCR

El ADN extraido se diluyé a una concentracion de 20 ng/uL y se utiliz6 como templado
para la cuantificacion, a partir de la amplificaciéon del 16S ARNr por PCR en tiempo real
(gPCR), usando los cebadores o primers disefiados para la deteccion de Archaeas
metanogénicas a partir del gen mrcA (metil coenzima-M reductasa), descritos como MT-F
(metanégenos totales Forward) TTCGGTGGATCDCARAGRGC y MT-R (Reverse)
GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC, con un tamafio de amplicon de 128 pb vy

temperatura de alineacion de 60°C (Denman, Tomkins, & McSweeney, 2007).

Las condiciones de amplificacion usadas fueron un ciclo de desnaturalizacién inicial de
95°C/ 2 minutos, 55 ciclos de 95°C /15 segundos, un anillamiento de 60°C/1 minuto y un
descenso de 95°C hasta 60°C con intervalos de 0.5°C para crear la curva de disociacion
(melting curve). La cuantificacion se desarroll6 usando el termociclador IQcicler real-time

PCR system (Biorad, Hercules, CA, USA), con SYBR green en mezcla como fluorocromo
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(Fast SYBR green master mixture; Applied Biosystems, Foster City, CA), con un volumen
final de reaccion de 15 pL, siendo 12 uL de la mezcla de reacciéon y 3 uL de ADN en
concentracion de 20 ng/uL, con tres réplicas por muestra. Para la construccién de las
curvas de calibracion, se utilizé6 como ADN estandar, el ADN total de contenido de rumen
de bovinos en pastoreo de Kikuyo, en diluciones seriadas desde 2x10" ng/uL hasta 2x10
“ng/uL en agua grado molecular®. Para calcular la concentracion de ADN metanogénico
(ng/g materia seca) expresado como Log;, se utilizo la Ecuacion 2-3 de acuerdo con

(Mayorga, 2009) y adaptados de (Mi Zhou et al., 2009) para materia seca.

Ecuacion 2-3. Célculo del ADN metanogénico en ng/ g de Contenido Ruminal (CR)

SQmeans x Cx DV
SxP

logong ADN =

Donde SQmeans es el promedio de nimero de copias cuantificado por qPCR, C es la
concentracion de ADN de la muestra, DV es el volumen de diluciéon del ADN extraido, S
es la cantidad de ADN en ng utilizado en el andlisis y P es la cantidad en g de contenido
de rumen liofilizado para la extraccion, los datos se ajustaron por el logaritmo en base 10
(Logo) La eficiencia (E) de la PCR se calcul6 como E= [10 (*/Pendiente) _ 1] x 100%,

siendo un optimo entre 95 hasta 105% (Yu y Foster 2005).

2.2.10 Analisis estadisticos

Los datos fueron analizados como un modelo de medidas repetidas usando el
procedimiento MIXED de SAS 9.0, el modelo se describe como Yj = p + Ti+ S(Tj) + P« +
(T*P)ik + Ej Donde p es la media general, T; el efecto del tratamiento (inclusion de
Taninos), S;(T;) el error del tratamiento asociado a las unidades experimentales j, Py es el
efecto del periodo k, con 6 periodos de medicion, (T*P)y la interaccidn de los tratamientos
y los periodos y Ejx es el error experimental que corresponde al periodo por el sujeto
anidado en los tratamientos (Kaps & Lamberson, 2004). Se evalu6 el efecto de la
interaccion entre los periodos y tratamientos para posteriormente evaluar el efecto del
tratamiento dentro de cada hora de medicion, con la hora como efecto fijo, por medio de

un ANAVA con P<0.05, usando el paquete estadistico SAS version 9.0.
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Las variables de produccién de gas total y metano, tasa maxima de producciéon de gas y
metano y la concentracion de ADN de poblacion metanogénica fueron sujetos a un
analisis de varianza (ANAVA) usando el procedimiento GLM de SAS 9.0 (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA) y al encontrarse diferencias significativas, se realiz6 la prueba de
comparacion multiple de medias de Tukey-Kramer’s considerando una significancia con
valores de probabilidad de P<0.05.

2.3 Resultados

2.3.1 Composicion quimica de los forrajes

Los andlisis de composicion de los forrajes se describen en la Tabla 2-1. La leguminosa
Lotus uliginosus presenta un menor contenido de FDN respecto a la graminea
Pennisetum clandestinum, (40,15 y 46,78 % respectivamente), mientras la cantidad de
proteina cruda fue superior en Lotus, el porcentaje de la proteina soluble fue menor para
la leguminosa en un 12% respecto al Kikuyo, encontrandose una alta fraccion de la
proteina como insoluble en el Lotus (15,4%) probablemente asociado a los complejos
tanino-proteina que puede formarse para esta leguminosa haciéndola insoluble. El
contenido de taninos condensados totales encontrados fue alto (100 g/kg de materia
seca 0 10.23 %), respecto a los reportes de 20 a 30 g/kg de materia seca (Barry &
Duncan, 1984).
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Tabla 2-1. Composicion nutricional de los forrajes en % de la Materia Seca

Parametro Lotus Pennisetum
uliginosus clandestinum

FDN 40.15 46.78
FDA 19.69 15.09
Lignina 2.23 5.08
Celulosa 11.07 7.04
Proteina cruda 28.56 24.93
NNP 20.95 22.81
Proteina B1 10.91 22.8
Proteina B2 31.08 26.32
Proteina B3 21.66 24.55
Proteina C 15.4 3.52
Fraccion A+B (soluble) 84.6 96.48
Taninos solubles 2,95 -

Taninos condensados insolubles 7,28 -

Taninos condensados totales 10,23 -

2.3.2 Dinamica de la produccidn de gas total y metano

Las variables produccion y tasa maxima de produccion de gas total y metano, asi como
el porcentaje de degradabilidad in vitro de la materia seca para los experimentos 1y 2 se

presentan en las Tabla 2-2 y 2-3 respectivamente.

En el experimento 1, se observaron diferencias altamente significativas para todas las
variables evaluadas (P<0.0001), encontrando una disminucion en la produccién de gas
total del 61% cuando se incluyo Lotus en la fermentacion comparado con la fermentacion
con Kikuyo como Unico sustrato. Incluyendo 120 y 80 mg de Lotus (T2 y T3), se

produjeron las menores tasas de produccion de gas inferiores a 1 ml por hora.

La cantidad de metano (ml) contenido en el gas total fue decreciendo en la medida que
incrementé el porcentaje de Lotus presente en la fermentacion, correspondiendo
respectivamente a un 21.1, 1.7, 1.2, 1.1 y 0.75 % de metano en el gas tras 48 horas de
fermentacion para los tratamientos. Las diferencias en la dinamica de la produccion de
metano se muestran en la Figura 2-2. La mayor tasa de produccién de metano para los

tratamientos que incluyeron Lotus se encontr6 con 80 mg (40% de Lotus) cercana a 0,5
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ml por hora, en general los demas tratamientos mostraron una tasa promedio de 0,23

ml/h asociados a la baja produccién de metano.

La degradabilidad in vitro de la materia seca tras 48 horas de fermentacion fue superior
para los tratamientos que incluyen Lotus respecto al tratamiento de 100% Kikuyo, con un
promedio del 61% versus 56%. Aunque la produccibn de gas se asocia a la
degradabilidad del sustrato, no necesariamente implica una relacién directa entre estas

dos variables.

Tabla 2-2. Dindmica de la produccion de gas total y metano usando como sustrato

diferentes proporciones de P. clandestimun (Kikuyo) y L. uliginosus (Lotus).

Tratamientos  Produccion Tasa Produccion Tasa Porcentaje

maxima de maximade maximade maximade de DIVMS
gas produccién metano produccién a48h
de gas de metano
(ml/48h) (ml/h) (ml/48h) (ml/h)
T1 47,7% 1,722 44,32 1,06% 56,4
T2 19,4 0,55 8,6° 0,25° 60,0°
T3 16,9° 0,84 6,7° 0,47° 62,1°
T4 18,3° 1,06 6,0° 0,23° 62,2°
T5 19,6° 1,17 3,8° 0,21° 60,7°
Valor P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0141
Error 0,7941 0,0709 1,025 0,0334 1,0234
estandar

Los tratamientos representan diferentes proporciones de las mezclas de los sustratos
Pennisetum clandestinum (Kikuyo), Lotus uliginosus var Maku (Lotus), siendo T1:100:0 (control),
T2:40:60, T3:60:40, T4:80:20 y T5: 0:100 respectivamente. DIVMS= Degradabilidad in vitro de la
Materia Seca. Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos con P<0.05.
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Figura 2-2. Perfiles de produccion de metano de las mezclas Kikuyo:Lotus

En el experimento 2, las variables tasa maxima de produccibn de metano y
degradabilidad in vitro de la materia seca fueron las Unicas que mostraron diferencias
estadisticamente significativas (ver La degradabilidad in vitro de la materia seca a 48
horas de fermentacion para los tratamientos 2, 3 y 4 fue en promedio de 49.1%, siendo
inferior respecto al control en 7.3%. La disminucién de la degradabilidad de la materia
seca se asocia inversamente con el incremento en la produccién de gas, demostrando

gue la relacion entre estas variables no siempre es directa, tal como se esperaba.

Tabla 2-3). La produccién de gas total promedio fue de 45,7 ml y la tasa maxima de
produccion de gas no presenta diferencias entre tratamientos aunque se muestra una
tendencia (P= 0,064) a incrementar en la medida que se incluye el extracto del tanino,

con valores cercanos a 3 ml/h.

La produccion de metano también presenta una tendencia (P=0,0864) a disminuir en 7,2
ml aproximadamente cuando se incluyen taninos condensados, con un promedio de 37
ml versus 44 ml de metano para los tratamientos con y sin taninos respectivamente. La
dinamica del volumen de metano se muestra en la Figura 2-3. El nivel de 40 ppm (T3)
muestra la menor cantidad de metano. Sin embargo, es el tratamiento con mayor
produccion de metano por hora, incluso presentando una tasa mayor respecto al control

(0O ppm) con diferencia estadisticamente significativa (P=0,002) implicando que se
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produce mas volumen de metano en menor tiempo, pero la concentracién final en el gas

tiende a ser menor.

La degradabilidad in vitro de la materia seca a 48 horas de fermentacién para los
tratamientos 2, 3 y 4 fue en promedio de 49.1%, siendo inferior respecto al control en
7.3%. La disminucion de la degradabilidad de la materia seca se asocia inversamente
con el incremento en la produccion de gas, demostrando que la relacion entre estas

variables no siempre es directa, tal como se esperaba.

Tabla 2-3. Dinamica de la produccién de gas total, metano y degradabilidad de la
materia seca en fermentaciones de P. clandestinum con diferentes niveles de

inclusion de taninos condensados purificados de Lotus.

Tratamiento  Produccién  Tasa Produccion  Tasa Porcentaje
maxima de maxima de maxima de maxima de de DIVMS a
gas (ml/48h) produccibn  metano produccién  48h

de gas (ml1/48h) de metano
(ml/h) (ml/h)

T1 47,7 1,72 44,3 1,06% 56,4°

T2 45,3 2,61 38,6 1,59° 50,7°

T3 47,3 2,87 34,5 1,88° 49,8"°

T4 44,3 2,98 38,1 1,55° 46,8"°

valor P 0,1838 0,0641 0,0864 0,002 0,0021

Error 1,129 0,3012 2,281 0,0953 1,127

estandar

Los tratamientos representan diferentes niveles de inclusion de taninos condensados purificados
de Lotus uliginosus var Maku (Lotus) en fermentaciones de Pennisetum clandestinum (Kikuyo),
siendo T1: 0 ppm (control), T2: 20 ppm, T3: 40 ppm y T4: 60 ppm respectivamente. DIVMS=
Degradabilidad in vitro de la Materia Seca. Diferentes letras indican diferencias significativas entre
tratamientos con P<0.05.
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Figura 2-3. Perfiles de produccion de metano de Kikuyo con inclusién de extractos
de taninos condensados purificados

2.3.3 Dinamica de los metandgenos totales

Para el experimento 1, la dinAmica de las poblaciones metanogénicas expresada como
Log;o de ADN metanogénico en ng/g de Contenido Ruminal (CR) para cada tiempo de
muestreo a través de la fermentacion se presenta en la Tabla 2-4. La cantidad de ADN
(ng) cuantificado fue altamente variable en respuesta a los tratamientos para todas las
horas de muestreo evaluadas tal como se muestra en la Figura 2-4. Con diferencias
altamente significativas (P<0.0001), en el tratamiento control (100% Kikuyo) la mayor
concentracion de metanégenos se presenta a las 8 horas post-inoculacion, a las 12 horas
para los tratamientos 3y 4 (40 y 20% de Lotus), a tan solo 2 horas post-inoculacion para
la mezcla Kikuyo:Lotus que contiene el mayor porcentaje de Lotus (T2) y el tratamiento
con Lotus como unico sustrato (T5) alcanza su maxima cantidad de metandgenos hacia

el final de la fermentacién en la hora 24.
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Tabla 2-4. Efecto de las mezclas de P. clandestinum y L. uliginosus sobre los
cambios en la cantidad de metandgenos totales a través del tiempo.

Tratamientos Hora 2 Hora 4 Hora 8 Hora 12 Hora24 Hora48
1 3,35" 5,72 12,72 5,48° 3,85° 6,37°
2 6,082 4,29 4,56" 3,95° 4,49° 4,68°
3 2,94 4,27° 4,12° 8,172 5,71° 3,35°
4 2,68° 4,16° 4,88"° 5,97° 4,29° 4,71°
5 1,45¢ 2,19°¢ 2,48° 3,62° 5,5% 5,16°

Valor P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0009 <0,0001

Error estandar 0,125 0,131 0,3239 0,2446  0,2356  0,1929

Los datos se expresan como Log;o ADN metanogénico (ng/g CR). Los tratamientos representan
diferentes proporciones de las mezclas de los sustratos Pennisetum clandestinum (Kikuyo), Lotus
uliginosus var Maku (Lotus), siendo T1:100:0 (control), T2:40:60, T3:60:40, T4:80:20 y T5: 0:100
respectivamente. Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos para cada
columna con P<0.05.

=¢=T1=100:0

=li=T2=40:60

T3=60:40
T4=80:20

=3=T5=0:100

Log (ng ADN metanogénico /g CR)

2 4 8 12 24 48
Tiempo de incubacién (h)

Figura 2-4. Cambios en la cantidad de ADN de las poblaciones metanogénicas a

través del tiempo en la fermentacién de diferentes proporciones de Kikuyo y Lotus.
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Al acumular la cantidad de metandgenos totales a través de toda la fermentacién, se
observa efecto del Lotus en la disminucién de las poblaciones cuando no se asocia con
el Kikuyo con una cantidad final de 20,42 ng de ADN para el tratamiento 5. Asimismo, el
incremento de la poblacién cuando el sustrato no incluye Lotus esta representado por la
curva del tratamiento 1 con un total de 37,48 ng. Respecto a las mezclas de los forrajes,
al acumularse la cantidad de ADN metanogénico en ng/g de Contenido Ruminal (CR), no
se muestran grandes diferencias entre los tratamientos 2,3 y 4 con 28.08, 28.57 y 26.72

ng de ADN respectivamente (ver Figura 2-5).
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Figura 2-5. Cantidad acumulada de ADN metanogénico en la fermentacion de
diferentes proporciones de Kikuyo y Lotus.

Para el experimento 2, la dinamica de las poblaciones metanogénicas expresada como
Logip de ADN metanogénico en ng/g de Contenido Ruminal (CR) para cada tiempo de
muestreo a través de la fermentacion se presenta en la Tabla 2-5. En todas las horas de
muestreo las diferencias entre tratamientos fueron estadisticamente significativas, siendo
menos variables respecto al experimento uno, para la hora 8 se encontr6 una
disminucion de hasta el 70% en la poblacién cuando se incluyeron 40 ppm respecto al
control (O ppm). Asimismo, a las 48 horas se presenta una reduccién de la poblacién del

60% entre el control y 20 ppm de taninos condensados.
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La mayor cantidad de ADN metanogénico en los tratamientos 1 y 4 se alcanz6 a las 8
horas, siendo 55% menor cuando estan presentes los taninos, mientras que la inclusion
de taninos en 20 y 40 ppm mostré una mayor poblacién en estados tardios de la
fermentacion, a 12 y 48 horas respectivamente. Las variaciones en los cambios en la

cantidad de metandgenos se muestran en la Figura 2-6.

Tabla 2-5. Efecto de los niveles de inclusion de taninos condensados purificados

sobre los cambios en la cantidad de metandgenos totales a través del tiempo.

Tratamiento Hora 2 Hora 4 Hora 8 Horal1l2 Hora24 Hora48
1 3,35? 5,72 12,77 5,482 3,85° 6,372
2 3,272 3,35° 4,48° 5,362 2,74° 2,53°
3 3,442 2,82° 3,92° 2,68° 3,842 517"
4 2,54° 3,18° 5,73° 4,512 4,442 3,58°
Valor P 0,0386 <0,0001 <0,0001  0,0039 0,0059  <0,0001
Error 0,1928 0,1794  0,3805  0,4013 0,2355 0,2566
estandar

Los datos se expresan como Log;o ADN metanogénico (ng/g CR). Los tratamientos representan
diferentes niveles de inclusion de taninos condensados purificados de Lotus uliginosus var Maku
(Lotus) en fermentaciones de Pennisetum clandestinum (Kikuyo), siendo T1: 0 ppm (control), T2:
20 ppm, T3: 40 ppm y T4: 60 ppm respectivamente. Diferentes letras indican diferencias
significativas entre tratamientos para cada columna con P<0.05.
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Figura 2-6. Cambios en la cantidad de ADN de las poblaciones metanogénicas a
través del tiempo en la fermentacion de diferentes niveles de inclusion de taninos

condensados.

Cuando se acumulé la cantidad de ADN metanogénico durante 48 horas de fermentacién
(ver Figura 2-7), el tratamiento control fue superior con 37.5 ng respecto a los
tratamientos con diferentes niveles de taninos condensados purificados con 21.76, 21.92
y 24.02 ng por gramo de contenido ruminal para 20, 40 y 60 ppm respectivamente. El
extracto de taninos redujo en promedio 40% de la poblacion total en 48 horas.
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Figura 2-7. Cantidad acumulada de ADN metanogénico en la fermentacion de

diferentes niveles de inclusiéon de taninos condensados.

2.4 Discusion

La composicion quimica de los forrajes usados en los experimentos in vitro fueron
similares a reportes para la Sabana de Bogota en praderas asociadas, con contenidos
elevados para FDN respecto a éstos reportes cuando el Lotus se encuentra sin
asociacion a las gramineas (Cardenas et al., 2011). Asimismo, el contenido de taninos
condensados (TC) de 100 g/kg de materia seca demuestra el efecto de la fertilidad y
acidez del suelo sobre la produccion de metabolitos secundarios. Barry & Duncan (1984)
demostraron que en suelos de alta fertilidad el Lotus pedunculatus variedad Maku
(actualmente L. uliginosus) contenian 20-30 g /kg de MS mientras en suelos acidos y de
baja fertilidad el contenido de TC fue de 70-80 g/kg de MS. Esta ampliamente descrita la
importancia de elevadas concentraciones de taninos en la absorcién de aminoacidos, la
degradabilidad del forraje, el consumo voluntario y la productividad animal (Barry &
Duncan, 1984; Hans Dieter Hess & Lascano, 2006; Min, Pinchak, Anderson, Fulford, &
Puchala, 2006b; Rosales, 1999).
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Las variaciones en las condiciones climaticas, manejo, fertilidad y tipo de suelo asi como
sus antecedentes de uso pueden generar variaciones en la composicion del forraje y
contenidos de metabolitos secundarios. La fertilidad y condiciones climaticas no solo
afectan la concentracion sino la composicidn monomérica (peso molecular) de los taninos
(Carlos E Lascano, Schmitdt, & Rosales, 2001), considerado un factor determinante en la
actividad bioldgica de los mismos (Bhatta et al., 2009; Patra & Saxena, 2011; Pellikaan et
al., 2011).

La dinamica de la fermentacion usando el volumen de gas como indicador indirecto de la
misma se ha descrito por medio de modelos matematicos de crecimiento, inicialmente
ajustados para determinar el comportamiento de los microorganismos, en bioreactores
evaluando la cinética de la tasa de crecimiento microbiana en funcion a las condiciones

ambientales dentro del cultivo en lote (Mitchell, Von Meien, Krieger, & Dalsenter, 2004).

En la evaluacién de la calidad de forrajes que contienen taninos asi como la evaluacion
de niveles de inclusion de extractos vegetales muchas funciones no lineales se han
descrito y adaptado para estimar parametros a partir de los perfiles de produccion de gas
(Tedeschi et al., 2008). Los modelos o funciones no lineales que representan curvas de
acumulacion y comportamiento sigmoidal como Mitscherlich, Michaelis—Menten, Logistico
Gompertz son los mas descritos (France, Theodorou, Lowman, & Beever, 2000; Lépez,
France, Dijkstra, & Dhanoa, 2000; Pell & Schofield, 1993; -Rodriguez, Mandaluniz,
Flores, & Oregui, 2005). La utilizacién de éstos modelos ha permitido examinar la cinética
de produccién de gas y metano demostrando que diferentes tipos de taninos tienen
efectos diversos sobre la extensién y tasa de produccién de metano en estados iniciales

de la incubacién (Pellikaan et al., 2011).

La naturaleza de los taninos hidrolizables o condensados asi como la presentacion de los
mismos (extracto o contenido en el forraje) en la fermentacion tiene efectos diversos, tal
como se encontrd en este trabajo. Cambios importantes se muestran en la produccién y
tasa maxima de gas total y metano cuando los taninos se encuentran asociados al forraje
como sustrato. Similares resultados se encontraron en la evaluacion in vitro de diferentes
forrajes que contienen taninos como Biophytum petersianum, Sesbania grandiflora,
Acacia mangium, Jatropa curcas, Phaleria papuana, Persea americana y Psidium

guajava en asociacion con Pennisetum purpureum que demostraron una reduccién
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significativa en la produccion de gas y metano a 48 horas de fermentacion en las mezclas
gue incluyeron A. mangium, B. petersianum, J. curcas o P. guajava comparados con el

control de P. purpureum Unicamente (Hariadi & Santoso, 2010).

Hess et al (2002), sefialan que los metabolitos secundarios presentes en muchas
leguminosas, pueden estar asociados con la reduccién en la producciébn de metano,
hasta en un 50%, respecto a la dieta tradicional de gramineas Unicamente. Waghorn et
al. (2002) en incubaciones in vitro a 24 horas con P. clandestinum (Kikuyo) y diferentes
especies de Lotus (L. corniculatus, L corniculatus rhizomatus, L. pedunculatus, L. tenuis)
sugiere que a concentraciones por debajo de 8 % de taninos respecto a la materia seca
se puede reducir la produccién de metano sin inhibir la tasa de fermentacién, con una

conversion del 2.4 a 6.6% de la materia seca en metano.

Asimismo, Tavendale et al., (2005) usando Medicago sativa (alfalfa) versus Lotus
pedunculatus (Lotus) con contenidos de TC < 0.001g/kg y >0.1g/kg MS respectivamente,
reporta mayor una produccion de metano a las 12 horas de fermentacion in vitro para
alfalfa con 12.51 ml vs 8.8 ml respectivamente. Estas mediciones in vitro sugieren que
leguminosas forrajeras con contenidos no téxicos de taninos condensados tienen la

capacidad de reducir la produccién de metano ruminal (Jayanegara et al., 2012).

Cuando se incluyeron niveles del extracto de los taninos condensados no se observaron
diferencias para la produccién de gas total y metano comparado con el control, la tasa
maxima de produccién de metano y la degradabilidad de la materia seca fueron las
Unicas variables que cambiaron respecto al control. La adiciéon de taninos incrementoé la
tasa de produccién de metano y disminuy6 la degradabilidad. La evaluacion de extractos
de taninos hidrolizables y condensados extraidos de Terminalia chebula, castafia,
guebracho y mimosa en mezclas y en diferentes niveles de inclusion desde 0 hasta 25%
respecto a la materia seca, no presentd diferencias significativas para la produccion de
metano en 24 horas de fermentacion in vitro, y la degradabilidad de la materia seca
decrece a medida que se incrementa la concentracion de taninos (Bhatta et al., 2009), tal

como se encontré en el presente estudio.

La correlacion entre la concentracion de estos metabolitos secundarios y la respuesta a

la relacion degradabilidad /produccion de gas total indica que el efecto de los taninos se
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refleja mejor en la produccion de gas que en la reduccion de la degradabilidad del
sustrato (Frutos, Hervds, Ramos, Girdldez, & Mantecén, 2002). Cuando se evallan
alimentos que contienen taninos, el incremento de esta relacion puede relacionarse con
la solubilizacién de los taninos en el medio, los cuales no contribuyen en gas o energia
en el sistema, por la inhibicion de la actividad microbiana, pero si afectan la cantidad de

materia seca, alterando gravimétricamente el residuo (H P S Makkar, 2002).

Asimismo, es importante recordar que la dindmica de fermentacion un proceso complejo
gue involucra las entradas y salidas en un sistema, donde se incluye la produccién de
gas, acidos grasos volatiles (AGV’'s) y biomasa microbiana, mientras la degradabilidad
del sustrato estimado gravimétricamente es el indicador de tan solo un pardmetro dentro
de la fermentacion (pérdida de materia seca), y segun la metodologia usada no
discrimina con total precisién las causas del cambio en el peso; que en la mayoria de los
casos éste puede atribuirse a incremento de biomasa microbiana adherida al sustrato,
formacion de bio-peliculas, complejos taninos-proteina o entre metabolitos y otras
moléculas presentes (Krishnamoorthy, Rymer, & Robinson, 2005; Mayorga, 2009; Rymer
et al., 2005).

Con el objetivo de identificar la actividad selectiva para modificar las poblaciones
microbianas por accién de los taninos, saponinas o aceites esenciales asi como
relacionar los cambios en las poblaciones metanogénicas con la producciéon de metano,
el uso de herramientas moleculares como qPCR se han descrito (Denman et al., 2007; G
Goel et al., 2008a; J.-K. Wang, Ye, & Liu, 2012).

Los niveles de inclusion, tipo de presentacién (extracto o asociado al forraje), estructura
molecular de los taninos, entre otros factores han demostrado efectos en sobre las
poblaciones (Bhatta et al., 2009; Pellikaan et al., 2011). En este trabajo se demostrd un
efecto en el tipo de presentacion de los taninos con diferencias significativas cuando los
taninos se adicionaron en solucion versus asociados al forraje. A pesar de ser
estadisticamente significativa la cantidad de metandgenos en los dos experimentos, una
mayor variacion en la cantidad de metandgenos evaluados a través de la fermentacion se
encontrd en el experimento que evalud la inclusién de los taninos asociados al sustrato
(ver Figura 2-4). La importancia de la presentacion del metabolito se ha demostrado en

fermentaciones in vitro de co-productos de la destileria del maiz ofrecidos como alimento
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completo y con el extracto de grasas y almidones, donde cambios significativos en la
estructura de la comunidad de bacterias evaluadas por pirosecuenciaciéon (bTEFAP) se
comprobd (W. L. Williams et al., 2010).

Por tanto, una relacion en produccion de metano y cantidad de microorganismos
metanogénicos se observé en para el experimento uno, cuando los taninos se
encontraban asociados al forraje. La rapida reduccion de la produccion de metano y en la
cantidad de metandgenos se observd con respecto al control después de 4 horas. Sin
embargo un incremento en las poblaciones en los tratamientos que incluyeron Lotus se
observé 12 y 24 horas post-inoculacién Figura 2-4, demostrando una posible restriccion
sobre la tasa de crecimiento de la poblacion por efecto la formacién de los complejos
tanino-proteina se pueden producir entre las proteinas de membrana de los
metandgenos, alterando no solo su estructura sino su funcién. Un grupo especifico de
coenzimas que participan en el proceso de la metanogénesis podrian verse afectadas
por la reactividad de los grupos OH de los taninos (Gunjan Goel, Puniya, Aguilar, &
Singh, 2005; McMahon et al., 2000).

En el experimento donde se adicionaron los taninos en solucion, los cambios en la
poblacion de metandgenos y su relacion con la produccién de metano no se observo
como en el experimento uno. Sin embargo, cambios significativos se presentaron para la
poblacion, tal como se ha demostrado al incluir metabolitos secundarios como extractos
de saponinas del té, que en niveles de 0.4 mg/ ml inhibe la expresién del gen de la metil
coenzima reductasa (mrcA) en un 76% a 24 horas de incubacién (J.-K. Wang et al.,
2012). La mrcA hace parte de las coenzimas especificas en el proceso de la
metanogénesis, que constituye un paso crucial en la generacion de energia durante esta
ruta metabdlica, e involucra la reduccion final del grupo metil por medio del enlace con la
coenzima M (Thauer et al.,, 2008). La expresion del gen mrcA esta directamente
relacionado con la actividad de los metandgenos, indicando que la adicion de taninos
condensados decrecid la actividad metanogénica. Otros trabajos han demostrado
impacto sobre la reduccién de la poblacién con la adicion de 5 mmol/L de acido
bromoetilsulfonico (BES) estimados por qPCR (D. N. Kamra et al., 2008). Asimismo, al

suplementar con Bromoclorometano se redujo 30% la produccién de metano y hasta dos
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veces la cantidad de metandgenos en novillas, sin alterar la degradabilidad de la fibra

dietaria (Denman et al., 2007).

En el presente estudio, la disminucién de la poblacibn metanogénica demostr6 dos
efectos asociados a la produccion de metano de acuerdo a la presentacion de los
taninos. Asociados al forraje muestra una relacion directa entre estas variables que
claramente se explica como el tamafio de la poblacién afect6 la cantidad del metano.
Pero al incluirse como aditivo en solucién, se reduce el tamafio de la poblacién sin
disminuir la cantidad de metano, lo que se puede explicar por una alteracién en la
composicion de la comunidad y por ende su incremento en la eficiencia en la produccién

de metano (Machmdller et al., 2003).
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3. Caracterizacion de la variacion de la
poblacion de metanégenos en el rumen de
vacas no lactantes pastoreando Pennisetum
clandestinum, la leguminosa tanifera Lotus
uliginosus y su asociacion.

3.1 Introduccidn

El metano producido durante los procesos de fermentacion ruminal de los alimentos por
parte de bovinos, es considerado como una de las principales fuentes de gases efecto
invernadero (GEI) que originan el cambio climatico. La produccion bovina aporta del 15 al
19 % de las emisiones de metano global (Liu y Whitman 2008), tiene efecto en la
eficiencia energética, utilizando desde el 2 hasta el 12 % de la energia cruda contenida
en el alimento para la producciéon de metano (Johnson y Johnson 1995). La reduccion de
las emisiones de estos gases, ha incentivado la blisqueda de estrategias y generacion de
conocimiento de los microorganismos responsables de la metanogénesis, conocidos
como Archaeas. Estos estudios han sido focalizados en la identificacién y monitoreo en
cuanto a diversidad y dinamica en respuesta a factores dietarios, llegando a constituir
una alternativa en la mitigacion de las emisiones de metano de los rumiantes (Shibata y
Terada, 2010).

Los metan6genos son microorganismos estrictamente anaerobios, pertenecen al dominio
Archaea, reino Euryarchaeotas (Liu y Whitman 2008) y generan metano como producto
final de su respiracion anaerobia en el proceso de obtencion de energia a partir de CO, e
H,. Su funcién en el rumen es liberar la presion parcial que se produce durante la
fermentacion de los carbohidratos, de no ser asi se puede afectar negativamente la
actividad fermentativa de las demas poblaciones ruminales y la integridad fisiol6gica del
animal (Zinder 1993).
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Los métodos de aislamiento y cultivo in vitro de los metan6genos ruminales, se
desarrollaron hasta la década de los 50, obteniendo informacién importante de su
metabolismo y presencia e interacciones con otros microorganismos en el rumen. En
1952, se obtuvo el primero cultivo puro de un metandgeno ruminal utilizador de acetato;
Methanosarcina sp. aislado de cabras (Beijer 1952), posteriormente de bovinos se
aislaron otras especies de metandégenos con capacidad de reducir metano a partir de
CO;, H,, metanol y metilamina (Wolin et al., 1986). A pesar de los esfuerzos realizados,
se obtuvo relativamente poca informacién en 50 afios debido a las dificultades que
presenta el cultivo in vitro de los metandgenos ruminales (Whitman et al., 1993). Con los
avances en el desarrollo de andlisis filogenético deducido de las secuencias gendmicas
de la regiébn 16s ADNr, generados en los 80’s el conocimiento creci6 de manera
exponencial en cuanto a la caracterizaciéon de comunidades microbianas y diversidad de
ecosistemas complejos como el rumen (Wright.,, et al. 2006). Los adelantos y
perfeccionamiento en técnicas de hibridacion de ADN, librerias de clones a partir del 16S
ADNIr, secuenciacion, estimacion cuantitativa por Reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real (QPCR) y huella gendmica con Electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizaciéon (PCR-DGGE) forman parte de las metodologias moleculares mas
usadas en los estudios de diversidad microbiana del rumen bajo diferentes condiciones

ambientales, productivas y alimenticias (McCrabb et al., 2005).

Con el animo de generar un aporte al conocimiento de la diversidad y dinamica de las
poblaciones metanogénicas del rumen de bovinos en pastoreo, este trabajo tuvo como
objetivo la caracterizacion de la variaciéon de la poblacién de metandgenos en el rumen
de vacas no lactantes pastoreando P. clandestinum y L. uliginosus en un sistema de
produccion de lecheria especializada de la Sabana de Bogota, usando las herramientas

moleculares cuantitativas (QPCR) y cualitativas (PCR-DGGE).
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Animales experimentales

Los procedimientos de muestreo y el manejo animal fueron aprobados por el comité de
bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia
Sede Bogota. Nueve (9) vacas no lactantes de raza Holstein fueron objeto de estudio
para este trabajo. Los animales pertenecen al hato comercial del C.I. CORPOICA

Tibaitata, lugar donde se llevo a cabo el presente ensayo (ver seccion 2.2.1).

Los animales se mantuvieron en condiciones de pastoreo durante el periodo de octubre a
Diciembre de 2010 en un lote de 6 hectareas, las cuales se distribuyen en tres sub-lotes
de 2 hectéreas cada uno que dependiendo la oferta forrajera corresponde a los diferentes
tratamientos. En cada sub-lote pastoreaban 3 vacas, bajo un sistema de pastoreo
rotacional con franjas de 10 x 3 metros, ofreciendo el forraje de 45 dias de edad, a

voluntad a partir de las 8:00 am todos los dias, durante un periodo de 90 dias.
3.2.2 Tratamientos

Los tratamientos corresponden a las praderas pastoreadas en diferentes proporciones de
Pennisetum clandestinum (Kikuyo) y Lotus uliginosus (Lotus), teniendo en cuenta la
presencia de otras especies forrajeras dentro del lote, el tratamiento 1 (T1) comprendi6
una pradera compuesta en un 97% de Pennisetum clandestinum (Kikuyo) y 3% por
arvenses, el tratamiento 2 (T2) es la asociacion de Pennisetum clandestinum (Kikuyo) y
Lotus uliginosus (Lotus) en proporciones de 35% Lotus, 5% tréboles (Trifolium spp), 3%
de arvenses, 2% por ryegrass (Lolium spp) y 55% Kikuyo, finalmente tratamiento 3 (T3)
corresponde a la mayor proporcion de la leguminosa tanifera Lotus uliginosus (Lotus)
cercana al 78%, con 10% de tréboles, 3% de arvenses y 9% restante en ryegrass. La
composicion nutricional de los forrajes objeto del estudio se describe en la Tabla 2-1.
Para fines practicos, los tratamientos se pueden describir como K (Kikuyo), A

(asociacion) y L (Lotus) correspondientes a los tratamientos 1, 2 y 3 respectivamente.
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3.2.3 Colecta de las muestras de contenido ruminal

En el ultimo dia de cada periodo experimental se realizaron los muestreos de contenido
ruminal (CR) para los analisis correspondientes. Para obtener muestras de CR, se utilizo
la técnica modificada de sonda oro-ruminal descrita por (Martin, Pérez, & Cafon, 2005),
que consta de una sonda plastica de 3 m con un didmetro externo de 1 pulgada y 3 mm
de pared; en la parte distal presenta varios agujeros que facilitan la succién del contenido
en el rumen. La sonda se conectd a un recipiente de toma de muestra con acoples
herméticos de doble entrada, conectando simultaneamente la sonda y una bomba de
vacio para obtener aproximadamente 100 ml de contenido de rumen por animal. Una vez
colectado el contenido de rumen las muestras se llevaron inmediatamente al laboratorio
de microbiologia molecular del Centro de Biotecnologia y Bioindustria (CBB) de C.I.
CORPOICA Tibaitata, donde se almacenaron las muestras a -20°C en tubos de 15 ml

para liofilizacién y posterior extraccibn de ADN. En la se muestran los

materiales para el muestreo y el manejo de las muestras.

LT )

|

Figura 3-1. Materiales utilizados para colecta de contenido ruminal via oral y

manejo de las muestras.

3.2.4 Extraccion y amplificacion del ADN

La extraccion del ADN se realizé basada en los protocolos descritos por Yu y Foster
(2005) en el libro “Methods in gut microbial ecology for ruminants” (H.P.S: Makkar,
2005). Usando una técnica de extraccion directa, por medio de tres pasos: (i) lisis celular
para liberar el ADN/ARN, (ii) separacién del ADN/ARN por manipulacion enzimatica,
precipitacién o con matriz solida vy (iii) la recuperacion del ADN/ARN.
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Una vez liofilizado el contenido ruminal, se macerado y se transfieren 20 mg de muestra
a tubos para microcentrifuga de 2 ml con 0.25 g de perlas de vidrio estériles, con
didmetro de 1 mm para posterior proceso de agitacion usando un Mini Bead-Beater-8
(Biospec MMB-8) a 4000 rpm durante 2 minutos, seguido por una lisis quimica con buffer
de lisis y acetato de potasio y lisis por choque térmico con nitrégeno liquido (-195°C) y
agua en ebullicion (100°C). El material fue centrifugado a 13000 rpm a 4 °C y 15 minutos,
el sobrenadante obtenido se transfirié a un nuevo tubo junto con una matriz de ligamiento
de silica para el ADN (Glass milk). Para retirar residuos como proteinas, acidos organicos
y carbohidratos que afectan la calidad del ADN, se utilizé etanol frio al 70%. La
recuperacion del ADN se realizé con 100 uL de agua ultra-pura grado molecular®. El
ADN se almacendé inmediatamente después a 4°C para cuantificacion y dilucion de
soluciones de trabajo y el stock del ADN se mantuvo a -20°C.

La cantidad y calidad del ADN obtenido, se determiné con nanoespectrofotometro ND-
100 (NanoDrop, Wilmington, USA) a una longitud de onda de 260 nm. La concentracion
de ADN se estim6é en ng/ul y la pureza del mismo se estimé por la relacion entre la
absorbancia a 260/280 nm, siendo el éptimo un rango de 1.8 a 2.0. El ADN extraido se
diluyé a una concentracion de 20 ng/uL y se utilizé como templado para posteriores

analisis moleculares.

3.2.5 Cuantificacion de la poblacién de metandgenos totales por
qPCR.

El ADN extraido se diluydé a una concentracion de 20 ng/uL y se utiliz6 como templado
para la cuantificacion, a partir de la amplificacion del 16S ARNr por PCR en tiempo real
(gPCR), usando los cebadores o primers disefiados para la deteccion de Archaeas
metanogénicas a partir del gen mrcA (metil coenzima-M reductasa), descritos como MT-F
(metandgenos totales Forward) TTCGGTGGATCDCARAGRGC y MT-R (Reverse)
GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC, con un tamafio de amplicon de 128 pb vy
temperatura de anillamiento de 60°C (Denman et al., 2007).

Las condiciones de amplificacion usadas fueron un ciclo de desnaturalizacién inicial de

95°C/ 2 minutos, 55 ciclos de 95°C /15 segundos, un anillamiento de 60°C/1 minuto y un
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descenso de 95°C hasta 60°C con intervalos de 0.5°C para crear la curva de disociacion
(melting curve). La cuantificacion se desarroll6 usando el termociclador IQcicler real-time
PCR system (Biorad, Hercules, CA, USA), con SYBR green en mezcla como fluorocromo
(Fast SYBR green master mixture; Applied Biosystems, Foster City, CA), con un volumen
final de reaccion de 15 pL, siendo 12 uL de la mezcla de reacciéon y 3 uL de ADN en
concentracion de 20 ng/uL, con tres replicas por muestra. Para la construccién de las
curvas de calibracion, se utilizé6 como ADN estandar, el ADN total de contenido de rumen
de bovinos en pastoreo de Kikuyo, en diluciones seriadas desde 2x10" ng/uL hasta 2x10
“ng/uL en agua grado molecular®. Para calcular la concentracion de ADN metanogénico
(ng/g materia seca) expresado como Log;o se utilizé la Ecuacion 2-3 de acuerdo con
(Mayorga, 2009) y adaptados de Zhou et al., 2009) para materia seca.

3.2.6 Andlisis de la poblacion metanogénica por PCR-DGGE.

El ADN extraido se diluy6é a una concentracion de 20 ng/pL tal como se describio en la
seccion 3.2.4 y se utiliz6 como templado para los andlisis de diversidad por PCR-DGGE.
La seleccion de iniciadores especificos utilizados en este trabajo para el grupo de
metandgenos del rumen, se realizé basado en los reportes de literatura de (Yu, Garcia-
Gonzélez, Schanbacher, & Morrison, 2008; Mi Zhou et al., 2010) que se describen en la
Tabla 3-1

Tabla 3-1. Secuencia de los iniciadores usados para el andlisis de PCR-DGGE

Nombre del iniciador Secuencia Tamafo del amplicén
de5 ad

Met86F GCTCAGTAACACGTGG 800 pb

Met915R GTGCTCCCCCGCCAATTCCT

Arc 344f * (V3) ACGGGGYGCAGCAGGCGCGA 200 pb

519r (V3) GWAATACCGCGGCKGCTG

F indica Forward y R Reverse. El primer Arc 344f* se adiciono el gancho de GC con secuencia:
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGE
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Usando los iniciadores universales para metanégenos Met86F y Met915R, se realizé una
PCR amplificé el ADN un termociclador ESCO Swift mini. La mezcla de reaccién de PCR
contiene buffer 10X, BSA 20X, MgCl, 50 mM, mezcla de dNTPs a 10mM, Taq polimerasa
5U/uL, primers re-suspendidos a 10 mM y agua grado molecular ® libre de ADNasas y
ARNasas. La cantidad de ADN diluido a 20 ng/yL usado como templado fue de 2 pL,
para obtener una reaccion final de 25 pL. El programa utilizado consiste de una fase de
desnaturalizacion inicial de 94°C x 30 s, seguido de 30 ciclos con una fase de
desnaturalizacion de 94°C x 30 ser, el anillamiento de 57°C x 30 ser y la extension de

68°C x 1 min, una fase de extension final de 68°C x 7 min.

El producto de la PCR inicial fue utilizado como templado para amplificar una PCR
anidada usando la pareja de iniciadores GC-Arc344f/519r, que corresponden a la regién
V3 del gen 16s ARNr. El iniciador Arc344 posee una secuencia complementaria de
guanina-citosina (GC), requerido para la corrida electroforética en gel de poliacrilamida.
Las condiciones de amplificado de la PCR anidada fueron un ciclo de desnaturalizacion a
95°C x 5 minutos, 30 ciclos de 95°C x 30 segundos, 56.5°C x 30 segundos y 72°C x 30
segundos; una elongacion final de 72°C x 7 minutos. El volumen y la mezcla de reaccién
para la PCR anidada son iguales a las descritas en la PCR inicial.

Los productos de la PCR anidada fueron utilizados para el andlisis de Electroforesis en
Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE por sus siglas en inglés), con el DCode
Universal mutation detection System (Laboratorios BioRad, Inc., Hercules, CA). Los
amplicones de PCR fueron separados usando un gel de poliacrilamida al 6% en buffer
TAE 0.5X con un gradiente de desnaturalizacion lineal de 35 a 60%. Las condiciones de
corrida electroforética fueron a 60°C, 80 V por 14 horas. Al finalizar la corrida, se tifieron
los geles en 250 ml de TAE 0.5X con 10 pL de SYBR-safe durante 20 minutos,
posteriormente se visualizaron con luz ultravioleta y se fotografiaron usando un
documentador de geles (GelDoc System) equipado con un software equipado para

andlisis molecular (BioRad, Hercules).

La similitud o diferencia de los perfiles fue determinado por la comparacién y el

agrupamiento (clustering) de los perfiles completos generados por PCR-DGGE, con el
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software Quantity One version 4.6.3. Las matrices de similitud se produjeron usando el
coeficiente de Dice (Dsc), con el cual se construyeron dendogramas usando el algoritmo
de agrupamiento UPGMA (unweigthed pair group method using arithmetic averages)
(Fromin et al., 2007). La comparacion de similitud de cada perfil se obtuvo en porcentaje
basado en el andlisis de cluster, el promedio del coeficiente de similitud de Dice (Ds.) fue

usado para comparar los perfiles entre dietas y entre animales dentro de cada dieta.

3.2.7 Analisis estadistico

El disefio del experimento corresponde a un modelo completamente al azar, con tres (3)
repeticiones por cada tratamiento, los tres animales fueron distribuidos aleatoriamente en
los lotes que corresponden a los tratamientos. EI modelo se describe como: Y;=p + T; +
Ej Donde Yj es la respuesta i con el tratamiento j, y es la media general, T; efecto del
tratamiento y E; el error experimental. Las diferencias en la cantidad de ADN
metanogénico en ng/g de CR se evalud a través de un analisis de varianza (ANAVA) con
un nivel de significancia del 5%, cuando se presenten diferencias significativas entre los
tratamientos se realizara una prueba no planeada de comparacion de medias con el test
de Tukey (P<0,05).

3.3 Resultados

3.3.1 Cuantificacion de las poblaciones de metandgenos totales
por qPCR

La concentracidon de ADN total obtenido para las muestras fue en promedio de 70.5 + 28
ng/uL con una relacién media para A260/280 de 1.98, 6ptimos para la amplificacion y
cuantificaciéon por gqPCR. La poblacién total de metandégenos expresado como el Logig
de la concentracion en ng de ADN por gramo de contenido ruminal en el rumen de vacas
no lactantes pastoreando contenidos variables de la leguminosa tanifera Lotus uliginosus
presento diferencias significativas (P<0.05) entre dietas tal como se presenta en la Tabla
4-3. La eficiencia de la PCR fue de 98.5%, indicando que la amplificacion produjo cerca
de dos copias en cada ciclo de amplificacion, siendo 100% un 6ptimo de amplificacion
(H.P.S: Makkar, 2005).
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Tabla 3-2. Cantidad de ADN metanogénico presente en el rumen de vacas no
lactantes pastoreando Kikuyo, Lotus y su asociacion.

Poblaciones microbianas Eficiencia
Logio(ng ADN /g CR) T1 T2 T3 gPCR
Metandgenos totales 6.75+0.32° 8.17+0.25% 6.30+0.35° 98,5%

T1= Kikuyo, T2= asociacién y T3= Lotus. qPCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa
cuantitativa. CR: Contenido Ruminal. Medias con diferentes letras indican diferencias significativas
con P<0.05

3.3.2 Comparacion de los perfiles electroforéticos de
metandgenos con diferentes dietas utilizando PCR-DGGE.

Los perfiles electroforéticos de metandgenos totales por PCR-DGGE obtenidos para las
muestras fueron comparados mediante el analisis de agrupamiento UPGMA, teniendo en

cuenta las dietas ofrecidas, en la Figura 3-2.
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Figura 3-2. Perfiles de PCR-DGGE para metandgenos usando contenido ruminal de
9 vacas no lactantes. Las letras K, A y L indican el tratamiento y el numero

identifica el animal.
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El andlisis de los perfiles electroforéticos de acuerdo a la dieta ofrecida, muestra la
formacion de tres grandes clusters o agrupamientos. La muestra del animal que
consumié Kikuyo, conocida como K12 presentd un patrén de bandas diferente en un 31%
con respecto a los demas animales. Por otra parte, se formaron dos clusters que
comparten el 84% de las bandas, teniendo una diferencia en las poblaciones presente de
tan solo el 16%. En este segundo cluster se agrupan con una alta similitud dos de los
animales que consumieron Unicamente Kikuyo y la asociacion en un 87% Yy uno de los
animales que consumid la asociacién Lotus: Kikuyo con los tres animales que
consumieron Lotus en mayor proporcion en su dieta, con una similitud del 91%. La alta
similitud entre los perfiles se asocia con la presencia de las mismas bandas, que
representan el genotipo de algunos microorganismos metanogénicos. En general se
pueden describir agrupamientos del 98, 94 y 96% de similitud para los tratamientos
Kikuyo, la asociacién y Lotus respectivamente.

La cantidad y frecuencia de aparicion de las bandas se muestra en la Figura 3-3. Los
animales alimentados con Kikuyo (K) presentaron un mayor numero de bandas con
respecto a las dietas que contenian leguminosa tanifera Lotus y en la asociacion, siendo
en promedio de 22, 18 y 17 respectivamente, similar a la cantidad de bandas obtenidas
por Zhou et al., (2010). La frecuencia del patron de bandas, muestra que 10 bandas (1, 3,
6, 18, 21, 22, 23, 24, 25 y 26) se presentan en todas las muestras indicando la posible
presencia de los mismos microorganismos metanogénicos en todos los animales. La
frecuencia de aparicién de las bandas en cada una de las muestras, demostrando la alta
similitud entre los tratamientos, reflejado en la formacion de los agrupamientos de la

Figura 3-2.
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Figura 3-3. Cantidad y frecuencia de presentacion de las bandas por PCR-DGGE para diferentes

dietas.

3.4 Discusion

El uso del gen 16S ADNr, consistente con los resultados de trabajos preliminares,
demuestra el potencial de algunas regiones hipervariables del gen para la creacion de
perfiles electroforéticos y la cuantificacion de los metandégenos en el rumen.
Especificamente, la regién hipervariable del V3 genera mas informacion, produciendo el
mayor numero de bandas correspondientes a la presencia de mas genotipos de
Archaeas en muestras de rumen y facilitando los procesos de identificacion de
poblaciones comunes en diferentes animales (Zhongtang et al., 2008; Jarvis et al., 2000;
Miller et al., 1986; Skillman et al., 2006).

El uso de los iniciadores Arc344f y 519r, que amplifican la regién V3 son ampliamente
usados debido a que esta region permite identificar las secuencias comunes en
metandgenos, incluyendo Methanobrevibacter smithii, Methanobrevibacter ruminantium,
Methanobrevibacter woesei y Methanospharea sp. (Zhongtang et al., 2008),

microorganismos reconocidos como los metandgenos predominantes en el rumen
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(Jannsen y Kris. 2008). Los géneros de Methanobrevibacter y Methanosphaera, utilizan
H, y CO, como principales sustratos en la metanogénesis. Sin embargo,
Methanosphaera, se caracteriza entre la familia de los Metanobacteriales por utilizar el
acetato como una fuente de carbono méas importante que el CO,, en la reduccion a
metano. Esto indica que la presencia de Methanosphaera reduce la posibilidad de llevar
a cabo acetogénesis en el rumen como estrategia para reducir la metanogénesis, siendo
este proceso mas eficiente en términos energéticos con respecto a la acetogénesis
(Zinder, 1993). A partir de los resultados previos reportados por Zhou et al., (2010)
utilizando la region hipervariable V3 del gen 16s ARNr, es probable que en las muestras
evaluadas se encuentren bandas correspondientes a Methanobrevibacter thaurei,
Methanobrevibacter ruminantium, Methanobrevibacter gottschalkii, Methanobrevibacter
smithii y Methanosphaera stadtmanae. Sin embargo, sin el uso de una técnica de
identificacion como clonacion y secuenciacion de las bandas, no se puede confirmar esta

informacion.

Los perfiles electroforéticos demostraron efectos de la dieta cuando se formaron
agrupamientos entre Kikuyo y Lotus, mientras los animales que consumieron la
asociacion sus perfiles se agrupan en ambos cluster. Estos resultados difieren de
(Mohammed et al., 2011) quienes al comparar todos los perfiles de DGGE en muestras
de rumen de novillas alimentadas con granos de destileria y taninos condensados
extraidos de Acacia no observaron efecto de la dieta en los agrupamientos, sin embargo
cambios en la proporcién de las bandas si fueron observados, tal como ocurre en este

trabajo (ver Figura 3-3).

Los resultados obtenidos en este trabajo para la cantidad de metan6genos totales de los
animales en pastoreo bajo diferentes condiciones alimenticias demuestra el impacto que
tiene la dieta sobre las modificaciones en la estructura de las poblaciones microbianas
del rumen, congruente con los reportes de Wright et al., 2004, McSweeney et al., 2007,
Kumar et al., 2009 y Zhou et al., 2010.

Estos trabajos reportan los cambios en la dieta como uno de los principales efectos sobre

los cambios en composicion y cantidad de metandgenos en el rumen adn bajo las
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mismas condiciones climaticas y de manejo. En ovejas, bajo tres diferentes dietas se
evalud la cantidad y comunidad de metandgenos encontrando la formaciéon de tres
grupos bien diferenciados de acuerdo a la oferta alimenticia (Wright et al., 2006). Otra
manera como se relacionan los cambios en poblaciones con respecto a la dieta, hace
referencia a la disponibilidad de los nutrientes, traducido en la degradabilidad del
alimento y la tasa de pasaje. Alimentos con alta degradabilidad y alta tasa de pasaje,
implica menor tiempo de retencién en el rumen y la actividad fermentativa de bacterias,
hongos y protozoarios se vera reducida, produciendo menores concentraciones de

hidrogeno disuelto, principal sustrato en la metanogénesis (Janssen, 2010).

Por otra parte, los cambios de pH en el rumen influenciados por la composicion y
degradacion de los alimentos, afectan la actividad metanogénica (Janssen P. 2010). De
acuerdo a los resultados obtenidos por andlisis cuantitativo, una mayor cantidad de
metandgenos en la dieta que contenia Kikuyo y Lotus puede indicar que un efecto de la
disponibilidad asociada de fibra y proteina que proveen la graminea y la leguminosa
respectivamente, desencadena la actividad fermentativa de todas las poblaciones
microbianas, generando asi suficiente H,, CO,, formato y acetato, sustratos y
precursores para el metabolismo de los metandgenos, siendo entonces la posible razon

de una mayor cantidad de esta poblacién (Morgavi et al., 2010).

El uso de metodologias basadas en el gen 16S RNAr para el monitoreo de los
microorganismos metanogénicos del rumen, proporciona informacion contundente para
evaluar el efecto de la dieta en la dinAmica de esta poblacion en bovinos en pastoreo.
Los perfiles electroforéticos creados por PCR-DGGE permiten asociar una expresion
filogenética con una condicién ambiental como la dieta, siendo claro que las especies de
metandgenos presentes en dietas con la leguminosa tanifera Lotus uliginosus en menor
0 mayor proporcion (30 u 80%) son posiblemente las mismas, mientras que en las dietas

gue no contienen esta leguminosa la poblacion metanogénica tiende a ser diferente.

El analisis cuantitativo de los metanégenos totales de estos rumiantes, demuestra una
diferencia marcada entre los animales alimentados exclusivamente con un forraje

(graminea o leguminosa) con respecto a los animales que consumen una dieta asociada
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de Kikuyo y Lotus, siendo claro que la cantidad de metanégenos puede incrementar en
condiciones nutricionales favorables con respecto al balance de carbono y nitrégeno en
el rumen, por efecto indirecto en el incremento de la actividad fermentativa de otras

poblaciones (Guan, Nkrumah, Basarab, & Moore, 2008a).
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4. Estructuray diversidad de la comunidad
de metanégenos en el rumen de vacas
lactantes pastoreando Pennisetum
clandestinum, la leguminosa tanifera Lotus
uliginosus y su asociacion.

4.1 Introduccidn

El uso de alternativas forrajeras que contengan metabolitos secundarios como
saponinas, aceites esenciales y taninos en niveles que no alteren negativamente el
bienestar, la productividad animal, sean sostenibles y reduzcan las emisiones de metano
es el principal objetivo en la mitigaciébn de la produccion de metano en rumiantes
(Grainger & Beauchemin, 2011; Moreira et al., 2012). Varias especies de la leguminosa
Lotus que contienen taninos han demostrado reducir la produccién de metano in vivo
(Clark & Kelliher, 2011; Pinares-Patifio et al., 2003; Vieira & Borba, 2011), debido a los
efectos directos e indirectos sobre los microorganismos del rumen y su actividad

metabdlica (Tavendale et al., 2002).

La identificacién y monitoreo de las poblaciones microbianas en respuesta a la inclusion
de forrajes que contienen taninos en diferentes especies de rumiantes se ha evaluado
previamente (G Goel, Makkar, & Becker, 2008b; Gunjan Goel et al., 2005; Pitta et al.,
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2010). Numerosos experimentos han investigado la estructura de la comunidad
metanogénica, sus relaciones con otras poblaciones y la respuesta a variaciones en
factores ambientales, del hospedador y dietarios, con el objeto de conocer mejor la
composicion, funcién y diversidad de ésta poblacion, entendiendo mejor los mecanismos
de accion de las estrategias implementadas para obtener una mayor eficiencia en las
respuestas bajo condiciones in vivo (G. T. Attwood et al., 2011; Sarah E Hook, Wright, &
McBride, 2010; M. Zhou et al., 2011).

Por medio de técnicas dependientes de cultivo, desde los afios 50 se han aislado e
identificado algunas especies de metan6genos en el rumen como Methanobacterium
formicicum, Methanobacterium bryantii, Methanobrevibacter ruminantium,
Methanobrevibacter olleyae, Methanobrevibacter millerae, Methanomicrobium mobile y
Methanosarcina barkeri (Beijer 1952; Opperman et al., 1957; Smith y Hungate 1958;
Paynter y Hungate 1968). Los recientes desarrollos en metodologias moleculares
independientes de cultivo, basadas en el estudio de genes conservados (16S ARNF),
funcionales (mrcA metil-coenzima reductasa A) o regiones hipervariables de los mismos,
permiten analizar la comunidad y favorecen la identificacion, cuantificacion, andlisis de la
diversidad, interacciones y estructura de la misma en diferentes niveles taxonémicos a
partir de muestras de contenido ruminal (Leahy et al., 2010; C. S. Mcsweeney et al.,
2007; Yu, Garcia-gonzélez, & Floyd, 2008).

En este trabajo, se exploré la estructura y diversidad de la poblacién metanogénica en el
rumen de vacas lactantes de raza Holstein en el trépico alto colombiano, bajo un sistema
de pastoreo basado en Pennisetum clandestinum (Kikuyo), la leguminosa tanifera Lotus
uliginosus (Lotus) y su asociacion, usando las técnicas moleculares cuantitativas de PCR
en tiempo real (reaccion en cadena de la polimerasa) y pirosecuenciacion con la

plataforma 454 Roche ®.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Animales experimentales

Los procedimientos de muestreo y el manejo animal fueron aprobados por el comité de

bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia
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Sede Bogota. Doce (12) vacas lactantes en segundo tercio de lactancia de raza Holstein
fueron objeto de estudio para este trabajo durante el periodo del 17 de enero al 28 de
marzo del 2011, los animales pertenecen al hato comercial del C.I. CORPOICA Tibaitata,

lugar donde se llevé a cabo el presente ensayo (ver seccién 2.2.1).

Los animales se mantuvieron en condiciones de pastoreo en un lote de 6 hectareas, las
cuales se distribuyen en tres sub-lotes de 2 hectareas cada uno que dependiendo la
oferta forrajera corresponde a los diferentes tratamientos. En cada sub-lote pastorearon 4
vacas, bajo un sistema de pastoreo rotacional con franjas de 10 x 3 metros, ofreciendo el
forraje de 45 dias de edad, a voluntad a partir de las 8:00 am todos los dias, durante un
periodo de 21 dias. En la Tabla 4-1 se describe la conformacién de los grupos de
animales, los periodos y fecha de muestreo del contenido ruminal y la distribucion del
pastoreo rotacional para el ensayo.

4.2.2 Tratamientos

Los tratamientos corresponden a las praderas pastoreadas en diferentes proporciones de
Pennisetum clandestinum (Kikuyo) y Lotus uliginosus (Lotus), teniendo en cuenta la
presencia de otras especies forrajeras dentro del lote, el tratamiento 1 (T1) comprendi6
una pradera compuesta en un 97% de Pennisetum clandestinum (Kikuyo) y 3% por
arvenses, el tratamiento 2 (T2) es la asociacién de Pennisetum clandestinum (Kikuyo) y
Lotus uliginosus (Lotus) en proporciones de 35% Lotus, 5% tréboles (Trifolium spp), 3%
de arvenses, 2% por ryegrass (Lolium spp) y 55% Kikuyo, finalmente tratamiento 3 (T3)
corresponde a la mayor proporcion de la leguminosa tanifera Lotus uliginosus (Lotus)
cercana al 78%, con 10% de tréboles, 3% de arvenses y 9% restante en ryegrass. La
composicion nutricional de los forrajes objeto del estudio se describe en la Tabla 2-1.
Para fines practicos, los tratamientos se describe de forma abreviada como Kikuyo,

asociacion y Lotus para T1, T2 y T3 respectivamente.
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4.2.3 Colecta de las muestras de contenido ruminal

En el ultimo dia de cada periodo experimental se realizaron los muestreos de contenido
ruminal (CR) para los analisis correspondientes. Para obtener muestras de CR, se utilizo
la técnica modificada de sonda oro-ruminal descrita en la seccion 3.2.3.

Tabla 4-1. Identificacién de los animales experimentales, periodos de muestreo y

distribucién del pastoreo rotacional.

GRUPO N° ID Periodo experimental / Fecha de muestreo*
1°P 2°P 3°P
09/02/2011 04/03/2011 28/03/2011
A 0068
0334 T1 T2 T3
0566
0628
B 0374
0550 T2 T3 Tl
0622
0344
C 0298
0376 T3 T1 T2
0382
0648

ID= Identificacién del animal segin el consecutivo del hato. * la fecha de muestreo corresponde a la colecta
de contenido ruminal. Los tratamientos son T1= 97% de Pennisetum clandestinum (Kikuyo) T2= 55% de
Pennisetum clandestinum (Kikuyo) y 35% de Lotus uliginosus (Lotus) (asociacién) y T3= 78% de Lotus

uliginosus (Lotus) y 22% otras especies forrajeras.

4.2.4 Extraccion y amplificacion del ADN

La extraccion del ADN se realizé basada en los protocolos descritos por Yu y Foster
(2005) en el libro “Methods in gut microbial ecology for ruminants” (H.P.S: Makkar,

2005). Usando una técnica de extraccion directa, por medio de tres pasos: (i) lisis celular
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para liberar el ADN/ARN, (ii) separacién del ADN/ARN por manipulacidon enzimatica,

precipitacién o con matriz sélida y (iii) la recuperacion del ADN/ARN.

Una vez liofilizado el contenido ruminal, se macerado y se transfieren 20 mg de muestra
a tubos para microcentrifuga de 2 ml con 0.25 g de perlas de vidrio estériles, con
didmetro de 1 mm para posterior proceso de agitacién usando un Mini Bead-Beater-8
(Biospec MMB-8) a 4000 rpm durante 2 minutos, seguido por una lisis quimica con buffer
de lisis y acetato de potasio y lisis por choque térmico con nitrégeno liquido (-195°C) y
agua en ebulliciéon (100°C). El material fue centrifugado a 13000 rpm a 4 °C y 15 minutos,
el sobrenadante obtenido se transfirid a un nuevo tubo junto con una matriz de ligamiento
de silica para el ADN (Glass milk). Para retirar residuos como proteinas, acidos organicos
y carbohidratos que afectan la calidad del ADN, se utiliz6 etanol frio al 70%. La
recuperacion del ADN se realizé con 100 uL de agua ultra-pura grado molecular®. El
ADN se almacendé inmediatamente después a 4°C para cuantificacion y dilucion de
soluciones de trabajo y el stock del ADN se mantuvo a -20°C.

La cantidad y calidad del ADN obtenido, se determiné con nanoespectrofotometro ND-
100 (NanoDrop, Wilmington, USA) a una longitud de onda de 260 nm. La concentracion
de ADN se estim6 en ng/ul y la pureza del mismo se estimd por la relacién entre la
absorbancia a 260/280 nm, siendo el 6ptimo un rango de 1.8 a 2.0. El ADN extraido se
diluyé a una concentracion de 20 ng/uL y se utilizé como templado para posteriores

analisis moleculares.

4.2.5 Amplificacion y cuantificacion de la poblacion de
metandgenos totales por gPCR.

El ADN extraido se diluyé a una concentracion de 20 ng/pL y se utiliz6 como templado
para la cuantificacion, a partir de la amplificacion del 16S ARNr por PCR en tiempo real
(gPCR), usando los cebadores o primers disefiados para la detecciobn de Archaeas
metanogénicas a partir del gen mrcA (metil coenzima-M reductasa), descritos como MT-F
(metandgenos totales Forward) TTCGGTGGATCDCARAGRGC y MT-R (Reverse)
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GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC, con un tamafo de amplicon de 128 pb y

temperatura de anillamiento de 60°C (Denman et al., 2007).

Las condiciones de amplificacion usadas fueron un ciclo de desnaturalizacién inicial de
95°C/ 2 minutos, 55 ciclos de 95°C /15 segundos, un anillamiento de 60°C/1 minuto y un
descenso de 95°C hasta 60°C con intervalos de 0.5°C para crear la curva de disociacion
(melting curve). La cuantificacion se desarrollé usando el termociclador [Qcicler real-time
PCR system (Biorad, Hercules, CA, USA), con SYBR green en mezcla como fluorocromo
(Fast SYBR green master mixture; Applied Biosystems, Foster City, CA), con un volumen
final de reaccion de 15 pL, siendo 12 puL de la mezcla de reaccién y 3 uL de ADN en
concentracion de 20 ng/uL, con tres replicas por muestra. Para la construccion de las
curvas de calibracion, se utiliz6 como ADN estandar, el ADN total de contenido de rumen
de bovinos en pastoreo de Kikuyo, en diluciones seriadas desde 2x10" ng/uL hasta 2x10°
*ng/uL en agua grado molecular®. Para calcular la concentracion de ADN metanogénico
(ng/g materia seca) expresado como Log;o se utilizé la Ecuacion 2-3 de acuerdo con
(Mayorga, 2009) y adaptados de (Mi Zhou et al., 2009) para materia seca.

4.2.6 Pirosecuenciacion de amplicones etiqguetados-454 para
metandgenos totales

La pirosecuenciacién para evaluar la diversidad en términos de riqueza y estructura de la
comunidad metanogénica a partir del ADN del contenido ruminal de vacas lactantes se
realizé en el laboratorio de Ingaba Biotechnical Industries (Pty) Ltd (Hatfield, South Africa,

http://www.ingababiotec.co.za/new) usando la plataforma 454 - GS FLX Titanium de

Roche.

En el laboratorio de Microbiologia Molecular del CBB de CORPOICA Tibaitat4, se
produjeron amplicones de 800pb como un fragmento del 16S ARNr, usando los
cebadores Met86F (GCTCAGTAACACGTGG) y Met915R
(GTGCTCCCCCGCCAATTCCT) (Mi Zhou et al., 2010) por medio de la técnica de PCR
convencional empleando un termociclador PTC-100 (MJ Research®, Inc. Minnesota,
Estados Unidos).
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La mezcla de reaccion de PCR se realizé en un volumen de 23 pL y contenia: 2,5 uL de
buffer 10X, 0,5 uL de BSA 20X, 0,5 yL de MgCl, 50 mM, 0,5 uL de dNTPs mix 10 mM,
0,1 yL de Taq polimerasa (5 U/uL), 0,5 pL de cada iniciador en una concentracién de 10
MMy 17,9 uL de agua grado molecular. Luego 2 uL del ADN extraido, ajustado a una
concentracién de 50 ng/uL, se adicion6 a la mezcla para obtener una reaccion final de
PCR de 25 pL. Las condiciones del programa usado para la amplificacion se basaron en
el trabajo de (Mi Zhou et al., 2010) con una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C,
30 ciclos para el anillamientos con 94°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos y 68°C

por 1 minuto, con una elongacion final de 7 minutos a 68°C.

La verificacion de la amplificacion se llevé a cabo mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1,4% (0,56 g de agarosa fue disuelta en 40 ml de TAE 1X (Tris-acetato
EDTA) y sometida a calentamiento hasta alcanzar el punto de ebullicion, luego se
adicion6 0,3 uL de SYBR Safe (Invitrogen®) para tefir el gel antes de servir en camara),
se empled 4 yL de un marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen®). La corrida
electroforética se realizé a 93 V durante 30 min, utilizando TAE 1X (Tris-acetato EDTA)
como buffer de corrida. Los geles se visualizaron en equipo documentador de imagenes
Gel Doc® (Bio-Rad).

4.2.7 Cebadores etiquetados o TAG

A partir de los cebadores Met86F y Met915R, se disefiaron nueve (9) cebadores
etiquetados o TAG, estos iniciadores tiene unido al inicio de su secuencia un adaptador-
GCCTTGCCAGCCCGCTCAG- diseflada para utilizarse durante el proceso de
pirosecuenciacion como sitio de unién a las esferas de amplificacion, el disefio de los
iniciadores se muestra en la Figura 4-1. Disefio de los iniciadores empleados para el

andlisis de 454 pirosecuenciacion.

Las etiquetas en los cebadores permiten la identificacion de las muestras segun el grupo
de animales y tratamiento a evaluar tal como se describe en la Evaluacion de la

diversidad de metanégenos ruminales
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Para evaluar los cambios en las poblaciones metanogénicas por efecto de las dietas se
realizé un analisis de la diversidad microbiana utilizando el programa estadistico PAST

Palaeontological Statistics, version 1.24 (2004).

A partir de los datos obtenidos por pirosecuenciacion para asignacion taxondmica a nivel
de género teniendo en cuenta las pruebas de rarefaccion. Los indices de diversidad
evaluados fueron riqueza especifica (S), Chaol como estimador no paramétrico de la
estructura en abundancia proporcional, Shannon-Wiener (H’) para equidad e indice de

Simpson para dominancia descritos en la seccion 1.4.4.

Para medir la diversidad entre comunidades metanogénicas y entre las muestras, se
realizé el andlisis de agrupamiento, por medio del algoritmo UPGMA (Unweighted pair-
group average), formando agrupamientos basados en la distancia promedio de entre
todos los miembros en grupos, la distancia de métrica de similitud usada fue Bray-Curtis
de acuerdo con la presencia y ausencia de géneros en cada muestra, finalmente se
realizé un andlisis de componentes principales utilizando el programa estadistico PAST

Palaeontological Statistics, version 1.24 (2004).

. Para cada tratamiento y periodo experimental la muestra corresponde a una mezcla del
ADN de los cuatro (4) animales a quienes se les colectd contenido ruminal segun el

esquema de la Tabla 4-1.

Figura 4-1. Disefio de los iniciadores empleados para el andlisis de 454
pirosecuenciacion.
a) Forward (39 pb)

F- Adaptador Tag identificador Target- secuencia especifica
(19 pb secuencia) (4 pb secuencia variable) (Iniciador Met86F -16 pb )

b) Reverse (39 pb)

F- Adapter Target- secuencia especifica (Iniciador Met915R -20 pb )
(19 pb fixed sequence)
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4.2.8 Limpieza y concentracion de los amplicdén s obtenidos por
PCR convencional

Los productos de PCR convencional (o amplicon s) de la seccién anterior fueron
cuantificados en ND-100 y purificados empleando un protocolo de purificacién de ADN
(DNA gel extraction kit; DNA extraction from Agarosa Gels, range: 100-10000 bp DNA),
luego se cuantificaron nuevamente, y ajustado cada producto a una cantidad fija de 400
ng, tomando voliumenes determinados, por ultimo estas cantidades se mezclaron en un
vial completando 99,5 L, volumen que fue dividido en dos viales (dos réplicas) y
concentrados en Speed Vac DNA-100, obteniendo el ADN para ser enviados a

pirosecuenciacion.



Efecto de lainclusién de un forraje tanifero sobre la poblacién
metanogénica del ecosistema ruminal en condiciones in vitro e in

Vvivo

94

Tabla 4-2. Asignacion de los iniciadores empleados en la pirosecuenciacion de

acuerdo a los tratamientos y periodos experimentales.

Nombre del

oligo

MT-F86 TCGA

T-F86 ACTG

MT-F86 CACT

MT-F86 CATG

MT-F86 GATC

MT-F86 CTAG

MT-F86 CTCG

MT-F86 CATC

MT-F86 TAGT

MT-R915

Secuencia 5'-3'

GCCTCC CTC GCG CCATCAGTC
GAGCTCAGTAACACGTGG

GCC TCC CTC GCG CCATCAGAC
TGGCTCAGTAACACGTGG

GCC TCC CTC GCG CCATCAGCA
CTGCTCAGTAACACGTGG

GCC TCC CTC GCG CCATCAGCA
TGGCTCAGTAACACGTGG

GCC TCC CTC GCG CCATCA GGA
TCGCTCAGTAACACGTGG

GCC TCC CTC GCG CCATCAGCT
AGGCTCAGTAACACGTGG

GCC TCC CTC GCG CCATCAGCT
CGGCTCAGTAACACGTGG

GCCTCC CTC GCG CCATCAGCA
TCGCTCAGTAACACGTGG

GCC TCCCTC GCG CCATCAGTA
GTGCTCAGTAACACGTGG

GCCTTG CCAGCCCGCTCA
GGTGCTCCCCCGCCAATTCCT

Muestra

T1-GA

T2-GB

T3-GC

T1-GC

T2-GA

T3-GB

T1-GB

T2-GC

T3-GA

PARA
TODOS
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T indica el tratamiento, G el grupo de animales con A, B y C de acuerdo a la asignacion de los

tratamientos en los periodos experimentales.

4.2.9 Procesamiento y asighacion taxonOmica de las secuencias

El control de calidad de los set de datos (metagenomas) y los analisis de asignacion
taxondémica de las secuencias se realiz6 por medio del RDP’s Pyrosequencing pipeline

(http://pyro.cme.msu.edu/). Con Pyroclean RDP, se removieron los cebadores con sus

respectivas etiquetas en un archivo multi-FASTA y las secuencias con longitud menor a
50pb no se consideraron para analisis posteriores. Una vez limpios los metagenomas se
utilizé el RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.2 del 2010 para generar las
correspondientes asignaciones taxonémicas por jerarquia taxondémica basado en el
manual de Bergey, con un nivel de confianza del 98% (Cardenas et al., 2009; Q. Wang,
Garrity, Tiedje, & Cole, 2007).

Posteriormente los archivos en formato FASTA fueron alineados usando el alineador
INFERNAL con el modelo RDPX-Archaea con la secuencia de referencia de
Methanocaldococcus jannaschii (L77117) que depura aln mas las secuencias para la
creacion de agrupamientos o cluster, construccion de curvas de rarefaccién para la
estimacion del numero de OTU’s (Operational Taxonomic Units por sus siglas en inglés)

y los indices de diversidad (Cole et al., 2009).

4.2.10 Evaluaciobn de la diversidad de metandégenos
ruminales

Para evaluar los cambios en las poblaciones metanogénicas por efecto de las dietas se
realizé un andlisis de la diversidad microbiana utilizando el programa estadistico PAST

Palaeontological Statistics, version 1.24 (2004).

A partir de los datos obtenidos por pirosecuenciacion para asignacion taxonomica a nivel
de género teniendo en cuenta las pruebas de rarefaccion. Los indices de diversidad
evaluados fueron riqueza especifica (S), Chaol como estimador no paramétrico de la
estructura en abundancia proporcional, Shannon-Wiener (H’) para equidad e indice de

Simpson para dominancia descritos en la seccién 1.4.4.
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Para medir la diversidad entre comunidades metanogénicas y entre las muestras, se
realizé el analisis de agrupamiento, por medio del algoritmo UPGMA (Unweighted pair-
group average), formando agrupamientos basados en la distancia promedio de entre
todos los miembros en grupos, la distancia de métrica de similitud usada fue Bray-Curtis
de acuerdo con la presencia y ausencia de géneros en cada muestra, finalmente se
realizé un analisis de componentes principales utilizando el programa estadistico PAST

Palaeontological Statistics, version 1.24 (2004).

4.3 Analisis estadistico.

El andlisis estadistico de la cantidad de ADN metanogénico expresado como Log, (ng/g
CR) vy los respectivos indices de diversidad se realizé por medio de un andlisis de

varianza (ANAVA) empleando el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS v. 9.0.

Un modelo cuadrado latino 3x3, con el tratamiento como factor fijo, el periodo y el grupo
de animales (pool muestras) constituyen los factores aleatorios.(Kaps & Lamberson,
2004). La similitud de comunidades metanogénicas entre las muestras se utilizd el
programa estadistico PAST Palaeontological Statistics, version 2.17 (Hammer, Harper, &
Ryan, 2001) y a partir de un analisis de componentes principales (ACP) y Bray-Curtis se
examinaron las relaciones entre algunas variables, empleando los datos de clasificacion

taxondmica de géneros obtenidos del andlisis filogenético descrito en la seccién 4.2.9.

4.4 Resultados

4.4.1 Cuantificaciéon de las poblaciones de metandgenos totales
por qPCR

La concentracion de ADN total obtenido para las muestras fue en promedio de 92 + 42
ng/uL con una relacion media para A260/280 de 1,96, 6ptimos para la amplificacion y
cuantificacion por qPCR. La poblacion total de metandégenos expresado como el Logi
de la concentracion en ng de ADN por gramo de contenido ruminal en el rumen de vacas
lactantes pastoreando contenidos variables de la leguminosa tanifera Lotus uliginosus no
mostré diferencias significativas (P=0.8051) entre dietas tal como se presenta en la Tabla

4-3. La eficiencia de la PCR fue de 96.9%, indicando que la amplificacién produjo cerca
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de dos copias en cada ciclo de amplificacion, siendo 100% un 6ptimo de amplificacion
(H.P.S: Makkar, 2005).

Tabla 4-3. Cantidad de ADN metanogénico presente en el rumen de vacas lactantes

pastoreando Kikuyo, Lotus y su asociacion.

Poblaciones microbianas T1 T2 T3 Eficiencia
Logio(ng ADN /g CR) gqPCR
Metandgenos totales 3,74+ 1,37 3,55+£0,99 4,06£0,96 96,90%

P = 0.8051. T1= Kikuyo, T2= asociacién y T3= Lotus. gPCR: Reaccién cuantitativa en

Cadena de la Polimerasa. CR: Contenido Ruminal.

4.4.2 Procesamiento y analisis de las secuencias obtenidas por
pirosecuenciacion

En la Figura 4-2 se observan los productos de PCR correspondientes al pool de muestra
de los grupos de animales y sus respectivos tratamiento con los iniciadores Met86F
(GCTCAGTAACACGTGG) y Met915R (GTGCTCCCCCGCCAATTCCT) que produjeron
amplicones de 800pb como un fragmento del 16S ARNr visualizados en gel de agarosa
en concentracion del 1.4%, con un volumen de ADN amplificado de 3 uL para la corrida

electroforética.
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Figura 4-2. Gel de agarosa al 1.4%, con los productos de la amplificacion
destinados a pirosecuenciacion. Distribucion de los carriles de izquierda a derecha:
Marcador de peso molecular 1kb, 1: T1GA, 2: T2GB, 3: T3GC, 4: T1GC, 5:T2GA, 6: T3GB, 7:
T1GB, 8:T2GC, 9: T3GA. T indica el tratamiento, G el grupo de animales

kb 1 2 3 4 5 6 7 89

10.000 pb

800 pb

El método de pirosecuenciacion generd un total de 19316 secuencias, de las cuales se
seleccionaron por tamano aquellas = 50 bp, para un total 15548 secuencias mediante el
servidor “Pyroclean-RDP”. Posteriormente fueron clasificadas taxonémicamente hasta
género por medio de la herramienta Classifier RDP del Ribosomal Database Project
(RDP-10.19). Teniendo en cuenta la identidad de las secuencias obtenida con un Umbral
de confianza del 97% se realiz6 la seleccion de las secuencias clasificadas
taxondmicamente, que posteriormente fueron utilizadas para los andlisis de diversidad
(ver Tabla 4-4).
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Tabla 4-4. Descripcidn de las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion 454.

Tratamientos N° Secuencias N° Secuencias N° Secuencias
Originales >50pb Identidad del 97%

T1GA 1400 163 1237
T1GB 2119 188 1931
T1GC 1228 117 1111
T2GA 2182 619 1563
T2GB 2247 298 1949
T2GC 1830 274 1556
T3GA 4891 1628 3263
T3GB 2574 256 2318
T3GC 845 225 620

TOTAL 19316 3768 15548

T indica el tratamiento, G el grupo de animales con A, B y C de acuerdo a la asignacion de los

tratamientos en los periodos experimentales. Pb: longitud de la secuencia en pares de bases

Por medio de la construccion de las curvas de rarefaccion se determiné si el esfuerzo de
la secuenciacion provee una cobertura eficiente para el numero de OTU’s estimados,
demostrando con la asintota en la curva, que aunque el nimero de secuencias
incremente, la cantidad de OTU’s maximo ya fue alcanzada para las condiciones
especificas del ensayo. Asi mismo, por medio de éstas curvas se decidid el nivel
taxondmico adecuado para el analisis de clasificacion taxondmica, con diferentes
distancias de corte, con 3% para especie y 5% para género. En la Figura 4-3 se
presentan las curvas de rarefaccion para las dos distancias de corte con las secuencias

obtenidas para todos los tratamientos.
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Figura 4-3. Andlisis de rarefaccion para valoracion de la cobertura del namero de
OTU’s con distancias de corte de 3% y 5%
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4.4.3 Clasificacion taxondmica y analisis de la diversidad en
metandgenos

El analisis filogenético del perfil microbiano del rumen en vacas lactantes en pastoreo por
medio de la ADN-ADN homologia (Ribosomal Database Project) permitio conocer la
presencia de organismos del domino Archaea agrupados en su totalidad en el filum
Euryarchaeota, con tan solo 2 familias identificadas como Methanobacteria y
Methanomicrobia y un porcentaje de secuencias identificadas como Euryarchaeota Sin
Clasificar o RCC (Rumen Cluster C segun Janssen y colaboradores 2008), La Figura 4-4
muestra la distribucién taxonémica a nivel de género promedio de todas las muestras

evaluadas.

Figura 4-4. Distribucion de las secuencias asignadas a nivel de género

196 0% 0% qg,

B Methanobrevibacter

B Euryarchaeota Sin clasificar

B Methanosphaera

B Methanomicrobia Sin Clasificar
B Metanobacteria Sin Clasificar
B Metanobacterium

Methanomicrococcus

El RCC representa en promedio 24.06% de la poblacion. De las dos familias se reportan
6 géneros, tres identificados como Methanosphaera (2,67%), Methanobrevibacter
(71,51%), Methanobacterium (0,02%) y uno grupo sin clasificar relacionado a la familia
Methanobacteria descrito como Methanobacteria sin clasificar (0,47%).Dentro del orden
de los Methanomicrobiales se encontraron las poblaciones Methanomicrobia sin clasificar
(1,08%) y en menor proporcion el género Methanomicrococcus (0,01%).
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La estructura de la comunidad por efecto de la dieta se describe en la Tabla 4-5, sin
presentar diferencias significativas para cada género entre tratamientos, posiblemente
provocados por una alta variacion de las poblaciones entre muestras, principalmente en
los géneros dominantes de Euryarchaeotas Sin Clasificar y Methanobrevibacter, con

rangos desde 2.9 a 72.6% y 25.5 a 93.3% respectivamente.

Tabla 4-5. Porcentaje de distribucidon de la estructura de la poblacion metanogénica

en vacas por efecto de las dietas.

Géneros Tl T2 T3 Valor P

Methanobrevibacter 64,69 67,99 81,87 0,78157
Euryarchaeota Sin clasificar 30,60 27,00 14,60 0,81088
Methanosphaera 2,55 3,08 2,40 0,89145
Methanomicrobia Sin Clasificar 1,38 1,33 0,55 0,71156
Metanobacteria Sin Clasificar 0,53 0,45 0,44 0,91595
Metanobacterium 0,04 0,00 0,02 0,56471
Methanomicrococcus 0,04 0,00 0,00 0,42188

T1: Kikuyo, T2: asociacion y T3: Lotus

Un analisis de agrupamiento entre las muestras basadas en las relaciones filogenéticas
de la comunidad metanogénica a nivel de género usando la distancia métrica de Bray-
Curtis por efecto del tratamiento se muestra en la Figura 4-5. Se observa la formacién de
cuatro clusters o agrupamientos principales con un nivel de similitud de 0.88. El primero
formado por dos muestras del T1 (Kikuyo), en el segundo el T2 que corresponde a la
asociacion de la graminea y la leguminosa, se agrupa con el T3 (Lotus), una de las
muestras correspondientes al Lotus (T3) formé un Unico cluster con similitud del 0.57 y
finalmente el cuarto agrupamiento se dio entre dos muestras de T1 (Kikuyo) y T2

(asociacion).

El andlisis de componentes principales establecié la presencia de siete componentes
siendo los dos primeros quienes generan la mayor variacion entre las dietas. El primer
componente principal represento el 89 al 99% de la variacion y el segundo componente
entre el 0.04 al 10% de la variacion. Los cambios en las proporciones de los géneros
Euryarchaeota Sin Clasificar, Methanobrevibacter y Methanosphaera se establecieron

como las variables que conforman dichos componentes.
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Figura 4-5. Distribucion y agrupamiento de los tratamientos de acuerdo a la

estructura y composicion de la comunidad metanogénica en el rumen de vacas

lactantes.
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La diversidad metanogénica en el rumen de vacas lactantes, determinada por el
promedio del nimero de taxas (S), la cantidad de secuencias identificadas en el dominio
Archaea, el nuimero de OTU’s y los indices Chao1, Simpson y Shannon, con sus
respectivos valores de error estdndar, no presentd diferencias significativas para ninguno

de los pardmetros evaluados respecto a las dietas como se presenta en la Tabla 4-6.

Tabla 4-6. indices de la diversidad metanogénica en el rumen de vacas lactantes

pastoreando Pennisetum clandestinum, Lotus uliginosus y su asociacion

Variable Tratamientos Error estdndar Valor P
T1 T2 T3

Taxas (S) 6 5 5 0,1924 0,125
N° de secuencias de Archaeas 1403 1004 1180 191,19 0,4768
N° de OTU’s 65 79 72 10,9612 0,7201
Chaol 85 116 91 13,9615 0,4303
indice de Simpson (1-D) 0,3609 0,2485 0,252 0,0464 0,3461
indice de Shannon-Weimer (H) 0,6735 0,5022 0,4758 0,0781 0,3463
Diversidad Beta global por indice 0,3404

de Whittaker

OTU'’s: Operational Taxonomic Units. T1: Kikuyo, T2: asociacion y T3: Lotus.

4.5 Discusion

La cantidad de metandgenos totales en el rumen de vacas lactantes no cambid por
efecto del pastoreo en praderas con P. clandestinum, L. uliginosus y su asociacion.
Similares resultados se presentan en trabajos que evalian cambios en la poblacién
metanogénica total por efecto de la dieta, con variacion en los contenidos de energia
ofrecida (Zhou et al., 2010), inclusion de monensina (S E Hook, Northwood, Wright, &
McBride, 2009), y uso de subproductos de destileria asociados a taninos condensados
extraidos de forrajes (Mohammed et al., 2011). Asi mismo, el uso de practicas de
defaunacion (Mosoni, Martin, Forano, & Morgavi, 2011) y el efecto de la eficiencia del
animal determinada por el consumo alimento residual RFI (Residual Feed Intake por sus

siglas en inglés) ( Zhou et al., 2009) muestran el mismo comportamiento. Algunos de
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estos trabajos incluyen una medicién simultanea de la producciéon de metano, basandose
en la hipdtesis que la disminucién en la metanogénesis estaria asociada a la reduccion

de la abundancia de la poblacion.

Los resultados obtenidos en diferentes condiciones agrocliméaticas y experimentales
(como se describieron anteriormente) explican y han demostrado que esta relacion no es
directa y la respuesta en reduccién de la produccién de metano no se puede explicar con
la disminucion de la poblacién, especulando que el fenbmeno se podria expresar por
cambios en términos de composicion, encontrdndose comunidades con menor eficiencia
bioguimica para la metanogénesis (Mosoni et al., 2011). De acuerdo a los resultados
obtenidos, es probable que el monitoreo de la cantidad total de metandégenos no sea un

factor clave en la identificacion de estrategias de mitigacion (Zhou et al., 2010).

El amplio uso de la técnica cuantitativa qPCR para monitorear los cambios en
metandgenos totales en el rumen ha demostrado un alto potencial en la exploracion de la
comunidad (G. T. Attwood et al., 2011; Denman & McSweeney, 2006; H.P.S: Makkar,
2005; M. Zhou et al., 2011). Sin embargo, algunas caracteristicas metodolégicas como la
seleccién y especificidad del iniciador, estructuras secundarias (dimeros de nucle6tidos),
condiciones Optimas del amplificado (L C Skillman, Evans, Strdmpl, & Joblin, 2006) y
otras directamente asociadas a la poblacién, como el nUmero de copias que producen,
pudiéndose encontrar en algunos metandégenos que generan mas de una copia del gen
16S ARNr (Mohammed et al., 2011), pueden sobre o sub-estimar la abundancia de la
poblacion. Involucrar variables fisiolégicas y ecoldgicas son necesarias para revelar aln

mejor la diversidad de los metandgenos en el rumen (Liu & Whitman, 2008).

Para las condiciones de este trabajo, la estructura de la poblacion metanogénica en el
rumen de vacas lactantes pastoreando P. clandestinum, L. uliginusus y su asociacion
demostr6 la presencia de los géneros Methanobrevibacter, Methanosphaera,
Methanomicrococcus, Methanobacterium, Methanomicrobium y un grupo sin clasificar
denominado en este caso Euryarchaeota Sin Clasificar (ver Figura 4-4) o RCC Rumen
Cluster C segun (Janssen & Kirs, 2008).

Con variaciones en la proporcion de las mismas, principalmente para las poblaciones no

dominantes Methanomicrococcus, Methanobacterium, Methanomicrobium, las cuales se
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detectaron en niveles muy bajos desde 0.1 hasta 3.7%. Methanomicrococcus solamente
se encontrd en una de las muestras en 0.1% de abundancia. La proporcion de
Methanobacterium, y Methanomicrobium fue en promedio de 0,5 y 1% respectivamente,
congruente para Methanobacterium que reporta abundancia desde 0.2 a 3% (Janssen &
Kirs, 2008), mientras la poblacién de Methanomicrobium que en la mayoria de los
trabajos basados en clonacién no ha sido detectado como ocurre en ovejas del occidente
de Australia (Wright et al.,, 2006). Contrariamente estas poblaciones incluyendo
Methanosarcina, fueron satisfactoriamente identificadas y aisladas por medio de técnicas
dependientes de cultivo (Jarvis et al., 2000) demostrando un sesgo en la informacién
obtenida de acuerdo al tipo de herramientas o metodologias utilizadas para andlisis de
diversidad de metanégenos (Janssen & Kirs, 2008).

Muchos autores han utilizado diferentes herramientas moleculares con el objeto de
identificar la estructura de la comunidad metanogénica del rumen bajo diferentes
condiciones ambientales (L C Skillman et al.,, 2006; K Tajima, Nagamine, Matsui,
Nakamura, & Aminov, 2001; Whitford et al., 2001; Wright et al., 2006), en muchos casos,
por medio de la creacion de huellas gendémicas por PCR-DGGE, clonaciéon y
secuenciacion de bandas principales, siendo el modelo metodol6gico mas descrito y
utiizado (Mohammed et al., 2011; Yu, Garcia-Gonzélez, et al., 2008; Mi Zhou et al.,
2009, 2010). La construccion de librerias genémicas por medio de la mezcla de ADN
obtenido a partir de varios animales, reduce la capacidad de amplificar especies raras
aunque mejora la identificacion del numero de especies, la clonacion en estos casos no
permite examinar los géneros no dominantes Methanobacterium y Methanomicrobium (Mi
Zhou et al., 2009) que si fue posible describir para este trabajo demostrando una ventaja
de la técnica de pirosecuenciacion, incluso usando un pool de ADN a partir de diferentes

muestras de contenido ruminal.

Generalmente los miembros de grupos taxondémicos con una representacion tan baja
dentro de un ecosistema complejo pueden codificar estrategias a nivel bioquimico o jugar
un papel importante en la regulacion de roles fisiolégicos y ecolégicos de toda la
comunidad (Podar et al., 2007). Ello implica que los cambios en las poblaciones no

dominantes podrian relacionarse con los cambios en aquellas dominantes y viceversa.
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Sin embargo las relaciones de co-ocurrencia entre metandgenos no es aun del todo clara
(Kittelmann et al., 2013).

Con un alto porcentaje de secuencias identificadas, se clasificaron los géneros
dominantes Methanobrevibacter (71.5 + 28%), Euryarchaeota Sin Clasificar o RCC (24.1
+ 28%) y Methanosphaera (2,7 £ 2%) (figura 3-5), similares a los reportes de (Kittelmann
et al., 2013) para una andlisis de comunidad por medio de pirosecuenciacion usando la
plataforma 454 Titanium. La gran variacion que se presenta entre las muestras para los
géneros dominantes puede relacionarse con las caracteristicas del hospedador,
produciendo “filtros ambientales” propios de hospedador a hospedador, generalmente
asociados a la localizacion geografica, el genotipo (Guan et al., 2008a) y la dieta
(Mohammed et al., 2011; Pitta et al., 2010; J.-K. Wang et al., 2012). Estos parametros
son comunmente evaluados como responsables de los cambios en las comunidades,
pero aun bajo condiciones homogéneas (tal como se procuraron mantener para este
trabajo), se ha demostrado que el ambiente interno del hospedador direcciona la
colonizacién y persistencia de taxas especificas, generando interacciones positivas con
condiciones facilitadoras y negativas por competencia, asi el orden de la colonizacién
determina la estructura de la comunidad, demostrado cuando la diversidad beta global
(B) es diferente de cero (Robinson et al., 2010), tal como se presenté en este trabajo

(tabla 3- 6), implicando un importante efecto del animal en las repuestas obtenidas.

Aunque estadisticamente los indices de diversidad no fueron diferentes entre dietas (ver
Tabla 4-6) atribuible a la gran variacion entre las muestras, en general se observan
cambios a medida que los animales pastorean praderas que contienen Lotus. Para el
caso del indice de Simpson (1-D o 1 — A) los resultados sugieren una baja diversidad o
baja dominancia con valores inferiores a 0.5 para todos los tratamientos. Sin embargo,
con Kikuyo se reporta el valor mas alto (0.36) respecto a los demas (0.24 y 0.25)
indicando una menor probabilidad de que dos individuos tomados al azar de una muestra
sean de la misma especie, asi las especies dominantes podrian ser mas importantes en
muestras de rumen cuando se pastorea con Lotus. El mismo comportamiento se observa
para el indice de Shannon-Wiener (H’), mostrando una mayor probabilidad de encontrar
individuos que representen a todas las especies presentes en la muestra en dietas con

Kikuyo (0.67) versus las dietas que contienen Lotus (0.5 y 0.47). En la Figura 4-5 se
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observa con mayor claridad como las muestras del tratamiento 1, presentan
representantes de todos los géneros en proporciones variables, pero que en términos de
diversidad contribuyen con la descripcion de la composicion de la comunidad (Robinson
et al., 2010).

Los cambios en la poblacion metanogénica también se encuentran regulados por otros
parametros dindmicos como la temperatura, el pH, salinidad e interacciones con las
demas poblaciones microbianas, demostrando que los cambios en la dieta no pueden
explicar totalmente las alteraciones en las mismas (Janssen & Kirs, 2008) o los explican

de forma indirecta alterando el ambiente ruminal.

Es reconocido que la dieta afecta la composicion de la comunidad de las bacterias
ruminales debido a una interaccion directa por la utilizacion de sus componentes
nutricionales principalmente los sustratos energéticos (Pitta et al., 2010; K Tajima,
Aminov, Nagamine, Matsui, & Benno, 2001). Los metanégenos por su parte, dependen
de los sustratos que las bacterias, hongos y protozoarios producen, basicamente H, y
formato. Correlaciones positivas entre las poblaciones de Methanobrevibacter
ruminantium y la familia Fibrobacteraceae (R=0.72) y entre Methanobrevibacter
gottschalkii con Ruminococcaceae, Ruminococcus spp. y Fibrobacter spp (R=0.90) han
sido reveladas (Kittelmann et al., 2013). Estas relaciones y la co-variacién observada
entre si, sugiere que los metandgenos pueden adaptase a diferentes regimenes de H,
ruminal en respuesta a diferencias en la disponibilidad de los precursores de metano y
estos grupos bacterianos producen grandes cantidades de H, y formato respectivamente.
Asi mismo, en M. ruminantium M1, aparentemente esta especializado en bajas
concentraciones de H, basandose en la presencia de la metil coenzima reductasa |
(mrcl) y la ausencia de la isoenzima metil coenzima reductasa Il (mrcll) en respuesta a
niveles variables de H,. Las izo-enzimas se expresan a bajos y altos niveles de H,
respectivamente y en el genoma de M. ruminantium M1 se comprobé la presencia de
ambas (Leahy et al., 2010).
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5. Discusion

La composicién guimica de los forrajes usados en este trabajo en términos de fibra y
proteina fueron congruentes con los datos previamente reportados para praderas
compuestas por Pennisetum clandestinum (Kikuyo) y Lotus uliginosus (Lotus) en
condiciones agroclimaticas de la Sabana de Bogota, en los municipios de Mosquera y
Facatativa principalmente (Cardenas et al., 2011). El contenido de taninos condensados
del Lotus (100 g/kg de MS o 10% respecto a la materia seca) fue relativamente elevado
respecto a reportes previos que describen un porcentaje de 2-3% en suelos de alta

fertilidad y de 7-8% para suelos acidos (Barry & Duncan, 1984).

Las variaciones en las condiciones climaticas, manejo, fertilidad y tipo de suelo asi como
sus antecedentes de uso pueden generar variaciones en la composicién del forraje y
contenidos de metabolitos secundarios. La fertilidad y condiciones climaticas no solo
afectan la concentracion sino la composicién monomérica (peso molecular) de los taninos
(Carlos E Lascano et al.,, 2001), considerado un factor determinante en la actividad
biol6gica de los mismos (Bhatta et al., 2009; Patra & Saxena, 2011; Pellikaan et al.,
2011). En términos de consumo, degradabilidad y actividad microbiana en el rumen, las
elevadas concentraciones de taninos en la dieta alteran la absorciébn de aminoacidos,
disminuyen la degradabilidad del forraje y el consumo voluntario, con efectos variables
sobre la productividad animal (Barry & Duncan, 1984; Hans Dieter Hess & Lascano,
2006; Min, Pinchak, Anderson, Fulford, et al., 2006b; Rosales, 1999).

Muchos trabajos han descrito los efectos de los taninos usados como aditivos y
contenidos en diferentes forrajes (principalmente leguminosas tropicales) sobre la
respuesta animal en consumo, eficiencia en el uso de la proteina dietaria e incluso como

anti-parasitario (Barry & Duncan, 1984; Kraus, Yu, Preston, Dahlgren, & Zasoski, 2003;
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Carlos E Lascano & Céardenas, 2010; Min & Hart, 2003; Rosales, 1999). Recientemente
grandes esfuerzos se han orientado a evaluar su efecto sobre las emisiones de metano y
la poblacién metanogénica (Gunjan Goel & Makkar, 2012b; Morgavi, Eugéne, Martin, &
Doreau, 2011; Tan et al., 2011; C. M. Williams et al., 2011).

En términos de composicion, estructura y diversidad de la poblacién, diferentes técnicas
se han desarrollado e implementado, generando conocimiento suficiente para hacer mas
efectivas las estrategias nutricionales de mitigacion de las emisiones de metano en
rumiantes (G. T. Attwood et al., 2011; M. Zhou et al.,, 2011). Sin embargo, esta
informacion aun no se ha explorado totalmente para las condiciones agroclimaticas y
bajo los sistemas de produccion bovino colombiano. Una aproximacion a la identificacion
de los posibles efectos de los taninos condensados de una leguminosa (L. uliginosus)
con alto potencial en los sistemas de lecheria de la Sabana de Bogota (Castro et al.,
2009) sobre la poblacibn metanogénica se examind en este trabajo por medio de

herramientas moleculares.

In vitro la poblacion de metandgenos totales al incluir taninos del Lotus como aditivos en
solucion y asociados al forraje en mezclas de Lotus y Kikuyo, demostré cambios en la
concentracion expresados como el Log;o (hg ADN/g de Contenido Ruminal) a través del
tiempo en una fermentacion en lote, disminuyendo con respecto a la fermentacién del
Kikuyo como control. Asimismo, se determiné la cantidad de metano producido en ml,
encontrando un efecto significativo y directo en la reduccién de la metanogénesis y los

metandgenos Unicamente cuando los taninos se asociaron al forraje.

Se ha demostrado que metabolitos secundarios presentes en muchas leguminosas,
pueden estar asociados con la reduccion en la producciéon de metano, hasta en un 50%,
respecto a la dieta tradicional de gramineas uUnicamente (Hess et al., 2002). Esta
respuesta se ha observado en diferentes especies de Lotus (L. corniculatus, L
corniculatus rhizomatus, L. pedunculatus, L. tenuis) en mezclas con Pennisetum
clandestinum (Kikuyo), donde un 8 % de taninos respecto a la materia seca puede
reducir la produccion de metano sin inhibir la tasa de fermentacioén, con una conversion

del 2.4 a 6.6% de la materia seca en metano en 24 horas (Waghorn et al., 2002).
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Otros trabajos asociando Lotus y alfalfa (Medicago sativa) reportan una reduccion de la
producciéon de metano del 30% en 12 horas de fermentacién in vitro para alfalfa con
12.51 ml vs 8.8 ml respectivamente (Tavendale et al., 2005). Estas mediciones in vitro
sugieren que leguminosas forrajeras con contenidos no téxicos de taninos condensados

tienen la capacidad de reducir la produccién de metano ruminal (Jayanegara et al., 2012).

La formacion de complejos tanino-proteina ha sido el efecto nutricional mas descrito para
estos metabolitos secundarios en plantas (Patra & Saxena, 2011). Sin embargo, estos
complejos se pueden producir entre las proteinas de membrana de los metan6genos,
alterando no solo su estructura sino su funcién. Un grupo especifico de coenzimas que
participan en el proceso de la metanogénesis podrian verse afectadas por la reactividad
de los grupos OH de los taninos, explicando una posible restricciébn sobre la tasa de

crecimiento de la poblacion (Gunjan Goel et al., 2005; McMahon et al., 2000)

La relacion metanogénesis y metandégenos no se observé al incluir los taninos del Lotus
como aditivos sobre Kikuyo como base forrajera. Esta respuesta se ha presentado con
otros metabolitos secundarios en diferentes niveles de inclusiébn. Con extractos de
taninos hidrolizables y condensados extraidos de Terminalia chebula, castafia,
guebracho y mimosa en mezclas y en diferentes niveles de inclusion desde 0 hasta 25%
de la MS no se redujo la producciéon de metano en 24 horas de fermentacion in vitro, y la
degradabilidad de la materia seca decrece a medida que se incrementa la concentracion
de taninos (Bhatta et al., 2009). Los extractos de saponinas del té inhibieron la expresion
del gen de la metil coenzima reductasa (mrcA) en un 76% a 24 horas de incubacién (J.-K.
Wang et al.,, 2012). La mrcA hace parte de las coenzimas especificas en el proceso
bioquimico de la metanogénesis (Thauer et al., 2008) y la expresion de este gen esta
directamente relacionado con la actividad de los metandgenos, indicando que la adicion
de taninos condensados decrecio la actividad metanogénica. Las respuestas variables
para el nivel de emisiébn de metano y su correlacion con el nUmero de metandgenos ha

demostrado que no siempre la relacion seré directa (D. N. Kamra et al., 2008).

Para la técnica de produccion de gas in vitro, la correlacién entre la concentracion de
estos metabolitos secundarios y la respuesta a la relacion degradabilidad /produccion de
gas total (denominado factor de particion) indica que el efecto de los taninos se refleja

mejor en la produccion de gas que en la reduccion de la degradabilidad del sustrato
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(Frutos et al., 2002). Cuando se evaltan alimentos que contienen taninos, el incremento
de esta relacion puede relacionarse con la solubilizacién de los taninos en el medio, los
cuales no contribuyen en gas o energia en el sistema, por la inhibicion de la actividad
microbiana, pero si afectan la cantidad de materia seca, alterando gravimétricamente el
residuo (H P S Makkar, 2002).

In vivo, los resultados obtenidos para la cantidad de metandgenos en el rumen de vacas
fue contrastante entre los ensayos. Las diferencias entre tratamientos se muestran
cuando las vacas se encontraron en un estado fisiolégico diferente a la lactancia y
pastoreando por un periodo prolongado (90 dias) en la misma pradera o tratamiento,
mientras en vacas lactantes pastoreando por 21 dias en cada tratamiento la cantidad de
metandgenos no mostré diferencias. A pesar que el factor dietario es considerado
determinante en la modificacion de las poblaciones microbianas del rumen (Wright et al.,
2004, McSweeney et al., 2007, Kumar et al., 2009 y Zhou et al., 2010) existen mdultiples
factores en interacciones entre éstos, que pueden alterar la respuesta en cantidad de
metandgenos. Las condiciones inherentes del animal, el manejo, la localizacién del
muestreo, estado fisioldgico e incluso la especie afectan la abundancia y composicién de
las comunidades en el rumen (Guan, Nkrumah, Basarab, & Moore, 2008b; Li, Penner,
Hernandez-Sanabria, Oba, & Guan, 2009; Pinares-Patifio et al., 2003; Robinson et al.,
2010).

Asimismo, al evaluar una respuesta en abundancia de una comunidad microbiana por
medio de técnicas moleculares, existen variaciones y limitaciones de acuerdo a la
herramienta empleada. Para el caso de gPCR reportes de (S E Hook et al., 2009; Mi
Zhou et al., 2009) no presentaron diferencias en el nimero de copias del gen 16S ARNT,
especulando que la poblacion total no es diferente entre dietas, pero simultdneamente se
muestran cambios en la composicién y diversidad entre las mismas. Por ello, la
interpretacion de la informacién generada por gPCR debe interpretarse con precaucion
pues algunas especies metanogénicas pueden generar mas de una copia del gen y el
exacto numero de copias del gen 16S ARNr para todas las especies son desconocidas
actualmente (Dahlloéf, 2002; Mohammed et al., 2011). Por ello, a pesar que la técnica

cuantitativa de gPCR ha sido ampliamente descrita y utilizadas para el monitoreo de las
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poblaciones en respuesta a cambios en la dieta, no debe ser la Unica en considerarse en

esta evaluacion.

Teniendo en cuenta que para este trabajo no se estimé in vivo la produccion de metano,
otros trabajos, incluyendo los resultados in vitro de éste, demuestran que cuando la
disminucion de las emisiones de metano no se relacionan directamente con la
disminucion de la abundancia de metandgenos, es probable que la comunidad cambia en
su composicién a comunidades menos activas o con menor eficiencia en producir metano
aln sin cambios en la abundancia general (Mosoni et al., 2011; Thauer et al., 2008).
Siendo asi de mayor importancia explorar la composicién y diversidad de la comunidad

gue su abundancia.

Un analisis cualitativo y descriptivo de la composicion se realiz6 por medio de creacion
de perfiles electroforéticos PCR-DGGE y secuenciacion de alta eficiencia
(pirosecuenciacion 454) en el rumen de vacas, donde los resultados para lactantes y no
lactantes son similares al formar agrupamientos segun la estructura de los metanégenos
en respuesta a la dieta. Similares resultados se muestran en ovejas, quienes sometidas a
tres diferentes dietas forman de tres agrupamientos o cluster bien diferenciados de
acuerdo a la oferta alimenticia (Wright et al., 2006). Efectos similares se han demostrado
con el uso de sub-productos de la industria de los biocombustibles (granos de destileria)
asociados a taninos extraidos de leguminosas (Mohammed et al., 2011) y en dietas de
alta y baja disponibilidad de energia relacionado a su vez con la eficiencia nutricional del
hospedero (Mi Zhou et al., 2009, 2010).

La estructura de la comunidad en el rumen de vacas lactantes de la Sabana de Bogota,
demostrd la presencia y distribucién de los géneros dominantes reportados en otros
paises, con una relevancia al género Methanobrevibacter como principal metandgeno
ruminal, seguido por un grupo de Euryarchaeotas sin clasificar, descrito en la literatura
como un Rumen Cluster C (RCC) y en menor proporcion, pero siempre presente, el
género Methanosphaera (G Goel et al., 2008a; Janssen & Kirs, 2008; Kittelmann et al.,
2013; Wright et al., 2006).

A partir de esta informacion, en los ultimos afios, los esfuerzos se han centrado en el

conocimiento de estos géneros. Actualmente, se conoce el genoma completo del
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microorganismo Methanobrevibacter ruminantium obtenido de muestras de rumen, asi
como de Methanobrevibacter smithii y Methanosphaera stadtmanae asilados de heces
humanas pero también presentes en el rumen (Leahy et al., 2010). Estos trabajos
permiten no solo identificar una poblacion, sino sefialar nuevas ideas en el proceso
celular y estilo de vida de estos microorganismos, con miras a desarrollos tecnolégicos
como vacunas especificas o0 el conocimiento del funcionamiento de objetivos
guimiogendmicos en la reduccion de las emisiones de metano. De hecho, conociendo
mejor la gendmica de los metandgenos y la estructura molecular de los taninos u otros
metabolitos secundarios, es posible que se identifigue o reconozca un posible efecto de
inhibicion selectivo para ser usado como aditivo en la manipulacion de la metanogénesis
en rumiantes (D. N. Kamra et al., 2008) como una estrategia con efecto directos sobre la
poblacién objetivo.

Asi, los efectos indirectos que se relacionan con los cambios en poblaciones con
respecto a la dieta, hace referencia a la disponibilidad de los nutrientes, traducido en la
degradabilidad del alimento y la tasa de pasaje. Alimentos con alta degradabilidad y alta
tasa de pasaje, implican menor tiempo de retencion en el rumen y la actividad
fermentativa de bacterias, hongos y protozoarios se vera reducida, produciendo menores
concentraciones de hidrégeno disuelto, principal sustrato en la metanogénesis (Janssen,
2010). Lo anterior, teniendo en cuenta que la interaccién dieta-metanégenos no es
directa y ésta no altera directamente esta poblaciéon, dado que éstos no interactlan
directamente con la dieta para obtener energia. Para las otras poblaciones de bacterias,
hongos y protozoarios, el efecto si es directo entre dieta-comunidades pues los alimentos
gue ingresan al rumen si son la fuente de energia y macromoléculas para éstas. De tal
manera que la forma como la dieta altera los metandgenos directamente es cuando
incluye compuestos téxicos que pueden alterar sus membranas o bloquear su
metabolismo, de lo contrario, sera un efecto indirecto por cambios de pH, tasas de
pasaje, cambios en las demas poblaciones y a su vez en la produccién de H,, CO,,

grupos metilo entre otros (Janssen & Kirs, 2008).
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6. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

La presentacion de los taninos condensados del Lotus uliginosus (Lotus) como extracto
en solucion o asociado al forraje tiene efectos diversos en la fermentacién in vitro. En
este trabajo, los taninos asociados al forraje demostraron un efecto importante en la
reduccion de la metanogénesis y de las poblaciones metanogénicas durante 48 horas, a
medida que se incremento la proporcién de Lotus en la mezcla con Kikuyo (Pennisetum
clandestinum). Estos resultados posiblemente se encuentran relacionados a contenidos
de taninos hidrolizables en la planta y a su vez, al proceso mismo de degradacién de la
planta, que libera las moléculas de forma dinamica en la medida que transcurre la

fermentacion.

En el presente estudio, la disminucién de la poblacién metanogénica demostré dos
efectos asociados a la produccién de metano de acuerdo a la presentacion de los
taninos: 1) asociados al forraje, en el que se muestra una relacion directa entre estas
variables; asi el tamafio de la poblacion afect6 la cantidad del metano. Sin embargo, al
incluirse los CT como aditivos en solucién, se reduce el tamafio de la poblacién sin
disminuir la cantidad de metano. Por tanto, es prematuro establecer una proporcién
efectiva de inclusién de los taninos condensados del Lotus, exclusivamente a partir de los
resultados obtenidos en este ensayo. Informacion acerca de la estructura y peso
molecular de los taninos tanto hidrolizables como condensados y su relacion con la

interaccion forraje y variables ambientales es necesaria para lograr dicho objetivo.

Tal como se ha descrito por otros autores, este trabajo confirma que el nivel de emisién

de metano no siempre se correlaciona con el nimero de metandégenos presentes. Este
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fendmeno se explica con mayores cambios en la estructura de la comunidad, comparado
con cambios en la abundancia. Es probable que el monitoreo de la cantidad total de

metandgenos no sea un factor clave en la identificacion de estrategias de mitigacion.

Los experimentos in vivo verificaron esta informacion, a pesar de no contar con la
informacion de las emisiones de metano, la dieta mostr6 efectos mas claros en la
composicion que en la abundancia de metan6genos cuando las vacas pastorearon

praderas que incluian Lotus.

El uso de metodologias moleculares como gPCR, PCR-DGGE y pirosecuenciacion
demostraron ser herramientas Utiles en el proceso de identificacion, monitoreo de la
abundancia y descripcion de la estructura de la comunidad de metandgenos en
experimentos in vitro e in vivo por medio del gen mrcA y la regién hipervariable V3 del
gen 16S ARNr, con resultados congruentes con los reportes en otras condiciones
agroclimaticas y nutricionales. Aun asi, teniendo en cuenta que posiblemente la
abundancia de los metandgenos no sea el factor clave en la respuesta a la reducciéon de
la metanogénesis, usar metodologias moleculares que identifiguen cambios en estructura
y diversidad de la poblacion (PCR-DGGE vy pirosecuenciacién) proporciona
aproximaciones precisas de la comunidad metanogénica relacionada con la produccién
de metano, que pueden ser validadas con el analisis cuantitativo de la poblacion total por
gPCR.

6.2 Recomendaciones

Para futuros trabajos, metodol6gicamente se recomienda evaluar otros genes objetivo
como los genes mrcl (metil coenzima M reductasa I) y mrcll (metil coenzima M reductasa
Il isoenzima) que se relacionan con niveles de H, disponible y estan presentes en

Methanobrevibacter, el género dominante en la poblacion.

Debido a sus caracteristicas metabolicas y dinAmicas de crecimiento particulares dentro

de los Euryarchaeota, evaluar otras poblaciones como Methanosarcina (que puede ser
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identificada por medio del gen mrcl), podria suministrar informacion para explicar por qué
la abundancia de las poblaciones metanogénicas no cambia pero si la produccion de

metano.

Procurar evaluar las demas poblaciones microbianas, preferiblemente por PCR-DGGE o
pirosecuenciacion simultanea para explorar la co-ocurrencia de patrones entre bacterias,

hongos, protozoarios y arqueas.

Existe la necesidad de estudiar la adaptacion de los microorganismos ruminales a la
presencia de metabolitos secundarios en la dieta de animales tras periodos prolongados

de alimentacién con estos forrajes o extractos.

Caracterizar la estructura y peso molecular de los taninos en estos forrajes, discriminado

para los hidrolizables y condensados, dado los diferentes efectos entre el tipo de taninos.

Finalmente, mas all4 de tratar de establecer un nivel de inclusion o tipo de presentacion
de los taninos o de cualquier metabolito secundario efectivo para reducir las emisiones
de metano sin comprometer negativamente la produccion, que sea sostenible y eficiente,
se recomienda trabajar en el desarrollo de un modelo metodoldgico integral, que sea
robusto, practico y que incluya la mayor cantidad de variables ambientales y animales
gue esta demostrado afectan la produccion de metano y las poblaciones microbianas del
rumen. Esto teniendo en cuenta la dindmica de los sistemas de produccién y la gran

variabilidad en las condiciones agroclimaticas del trépico colombiano.
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