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AISLAMIENTO Y EVALUACION IN VITRO DE DOS BACTERIAS ACETOGENICAS
SOBRE LA PRODUCCION DE METANO (CHs) EN COCULTIVOS CON BACTERIAS
RUMINALES.

lvan Reyes Vazquez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2015.

RESUMEN

Mediante un medio de cultivo anaerobio a base de acetato-formato fluido ruminal (AF-
FR) se aislaron y conservaron en liofilizacion dos bacterias ruminales. La primer
bacteria ruminal aislada se identificO molecularmente como Enterococcus casseliflavus
(EC) a una concentracién de 6.75 x 108 bacterias mL!; la segunda bacteria solo se
obtuvo el género Enterococcus (EN), a una concentracion de 3.4x107 bacterias mL™.
Se comparo¢ la eficiencia de ambas bacterias en medios de cultivo anaerobios a base
de formato fluido ruminal (F-FR); glucosa, celobiosa y almidén fluido ruminal (GCA-FR)
y el pasto Cynodon dactylon fluido ruminal (B-FR). Los datos se analizaron en un
disefio completamente al azar con un arreglo factorial de tratamientos 2x3x3, y las
medias se compararon con la prueba de Tukey. La interaccion medio-inéculo, logro
disminuir el CHs4 en 35.51% en medios con F-FR en COC, siendo diferente
estadisticamente (P<0.05) de in6culo con la bateria sola y FR. En los medios con GCA-
FR no disminuyé la cantidad de CH4, mientras que los medios con B-FR se disminuy6
solo el 9.02%. EC produjo mayor cantidad de acetato sin presentar diferencias
significativas (P<0.05) comparado con EN. No hay estudios que comprueben que
bacterias del género Enterococcus disminuyan la produccion de CHa. La bacteria EC es

mejor que EN disminuyendo CHa4y produciendo mayor acetato.
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ISOLATION AND EVALUATION IN VITRO OF TWO ACETOGENIC BACTERIA ON
PRODUCTION METHANE (CH4) IN COCULTURES WITH RUMINAL BACTERIA.

lvan Reyes Vazquez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2015.

ABSTRACT

Through an anaerobic culture medium based format acetate rumen fluid (AF-FR) they
were isolated and conserved in two rumen bacteria lyophilization. The first ruminal
bacterium isolated molecularly identified as Enterococcus casseliflavus (EC) at a
concentration of 6.75 x 108 bacteria mL1; the second bacterium only was obtained
genus Enterococcus (EN) at a concentration of 3.4x107 bacteria mL. The efficiency of
both bacteria in culture media anaerobic rumen fluid based format (F-FR) compared;
glucose, cellobiose and starch ruminal fluid (GCA-FR) and the grass Cynodon dactylon
rumen fluid (B-FR). The data were analyzed in a completely randomized design with a
factorial arrangement of treatments 2x3x3, and the means were compared with Tukey's
test. The medium-inoculum interaction able to reduce CHa4 with 35.51% on average in F-
FR COC, being statistically different (P<0.05) inoculum on battery power alone and FR.
Media with GCA-FR did not decrease the amount of CHa4, while the means B-FR only
9.02% was decreased. EC acetate produced more without significant differences
(P<0.05) compared with EN. There are no studies that prove bacteria of the genus
Enterococcus that reduce the production of CH4. The bacteria EC is better than EN to

decreasing CH4 and producing more acetate.

Key words: Isolation, Enterococcus, methane, acetate.
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1. INTRODUCCION GENERAL
Los gases de efecto invernadero (GEI) son los responsables del incremento térmico de
la superficie terrestre y de la destruccion de la capa de ozono (Primavesi et al., 2004).
Las emisiones de GEI son producto de la industria, medios de transporte, humedales y
actividades realizadas por el hombre como la agricultura y la ganaderia; en conjunto,
estas actividades son escenciales para la economia mundial, a excepcién de los
humedales. La industria y el uso del transporte aportan el 15 % de metano (CH4; Knap
et al., 2014), y se da principalmente por el uso de combustibles fosiles. La agricultura y
la ganaderia generan GEI, siendo el CH4 uno de los mas importantes. La produccion de
CHa por parte de los rumiantes, es responsable del 18 % del fendbmeno denominado
cambio climatico global por actividades antropogénicas (Bridgham et al., 2013; Knapp
et al., 2014). En el mundo, cada dia se necesitan mas productos de los rumiantes
(carne y leche) para alimentar la poblacién, por lo cual, el aumento de la produccién de
CHa es constante porque la que la poblacién de rumiantes en el mundo también debera
incrementar para satisfacer la demanda de sus productos, ante esto, la produccién de

ganado debe ser eficiente.

El CHs4 es producido en el rumiante por bacterias metanogénicas pertenecientes al
dominio Arqueae (archaebacteria), (Shirohi et al., 2010). Las bacterias metanogénicas
son microorganismos anaerobios estrictos (Lettat et al.,, 2013), que requieren un
ambiente libre de oxigeno y potencial de 6xido-reduccién menor a -330 mV (Kamra,
2005) y un pH de 6 a 8 (Budiyono y Kusworo, 2012), ademas las bacterias
metanogénicas colonizan el rumen en los primeros dias de vida antes que la dieta

contenga material forrajero, alcanzando la maxima densidad de bacterias (101!



bacterias mL') a los 21 dias de vida. Un estudio realizado en Nueva Zelanda en
corderos recién nacidos identificaron que las bacterias metanogénicas se encuentran
desde los tres o cuatro dias de vida y al final de la tercera semana de vida las
poblaciones bacterianas son similares a las encontradas en corderos adultos (Skillman

et al., 2004).

Para CHa4, las bacterias metanogénicas degradan la celulosa ingerida a glucosa, que
fermentan a acido acético y reducen el COz2 utilizando hidrégeno producido durante la
fermentacion (Lettat et al., 2013). La emisién de CHa4 representa una energia del 2 al
12% (Johnson y Johnson, 1995; Moss et al., 2000) que se transforma en GEI; por lo
tanto la disminucion de CH4 es una estrategia sobre la eficiencia de la productividad

animal (Neely et al., 2009).

La acetogénesis reductiva o via de Wood-Ljungdahl es una ruta metabdlica que se
realiza en el rumen por bacterias acetogénicas para producir acetato (Henderson et al.,
2010). La acetogénesis, también es una alternativa para disminuir la produccion de CHa
en rumiantes, debido a que las bacterias acetogénicas son capaces de competir con
las bacterias metanogénicas por el H2 como fuente de energia y CO2 para reducirlo y

formar acetato.

2. Objetivos
- Aislar bacterias ruminales acetogénicas en medio de cultivo anaerobio selectivo

a base de acetato-formato y fluido ruminal (AF-FR).

- Evaluar la capacidad de las bacterias aisladas para disminuir la producciéon de

CHa y aumentar la produccion de acetato in vitro.
2



3. Hipétesis

- El uso de inéculos de bacterias ruminales acetogénicas disminuye la produccion
de CH4 como GEI al competir por los sustratos (H2 y CO2) con las bacterias
metanogénicas en el rumen.

- La acetogénesis reductiva favorece la produccion de acetato, un acido graso

volatil (AGV) que el rumiante utiliza de manera directa como fuente de energia.

4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Metano (CHa4) como gas de efecto invernadero (GEI)

El CHa, diéxido de carbono (COz2), 6xido nitroso (N20) y los halocarbonos son GEI que
aumentan los efectos de la radiacion térmica y solar de la superficie atmosférica
incrementando la temperatura (Knapp et al., 2014). La produccion anual de CH4 es de
500 a 600 millones de t (Dlugokencky et al., 2011), generado por las actividades
antropogénicas y fendmenos naturales, causando el 18 % (Steinfeld et al., 2006;
Miramontes et al., 2011; Knapp et al., 2014) de GEI, la agricultura y la ganaderia son la

mayor fuente de CH4 antropogénico (Figura 1).

El CHa tiene varias fuentes naturales como son las termitas (4 %), humedales (31 %),
sedimentos oceanicos (7 %), vida silvestre; también fuentes artificiales como la
produccién de gas natural y extraccion de carbon (15 %), tratamiento de aguas
residuales (5 %), rellenos sanitarios, la agricultura (6 %) y la ganaderia (18 %) (Lassey,
2008; Knapp et al., 2014). Johnson y Johnson (1995) y Kurihara et al. (1999), sefialan
gue las emisiones de CHa4 por los bovinos se estiman en 58 millones afio!, que

representa 75% de las 80 millones afio! producidas por las especies domésticas en

3



explotacién. La reduccion de CHa implica investigaciones sobre GEI antropogénicos o
disminucion de la poblacion de rumiantes, sin embargo, esta Ultima no es viable debido
a la demanda mundial de carne y leche. La FAO (2010) prevé una poblacion total de
9600 millones de personas en el mundo para 2050, por lo que las necesidades de
alimentaciéon se duplicaran para ese afio, un aumento en la produccion de GEl,

principalmente CHa.

Aguas residuales
5%
Vertederos
6%

Quema de biomasa
2% Humedales
31%

Combustibles fosiles
15%

Otros tipos de
agricultura

Oceanos, lagos y rios

Fermentacion entérica

Figura 1. Fuentes globales de metano (CH4) (Knapp et al., 2014).

El CH4 tiene un potencial de calentamiento 25 veces mayor al CO2 (Bridgham et al.,

2013) y un tiempo de vida en la atmosfera de 10 afios (Vargas et al., 2012). La



cuantificacion de las emisiones de GEI se hace tomando como referencia al COz,
multiplicando asi, las emisiones de CH4 y N20, por los factores mencionados, se
expresa el potencial de calentamiento de los gases como CO:2 equivalentes (CO2z-e)

(Knapp et al., 2014).

4.2 Produccién de metano (CH4) en rumen

El ecosistema ruminal es un ambiente anaerobico, donde la degradacion de
carbohidratos ocurre de manera rapida (Knapp et al., 2014) y es fermentado por
microorganismos ruminales (Henderson et al., 2010) del dominio Archaea llamados
metandgenos. Los metandgenos producen CH4 en el rumen como una ruta metabolica
para obtener la energia necesaria para su crecimiento (Ramirez et al., 2014). El CH4 es
es desechado via eructo. La produccién de CHa constituye una energia total (Kurihara,
1999; Bonilla y Lemus, 2012), que puede ser de 2 a 12% (Jhonson y Jhonson, 1995).
Asi, la disminucion de GEI en rumiantes también es una forma de aumentar la

productividad animal (Neely et al., 2009).

Las bacterias metanogénicas utilizan principalmente H2 y CO2 para la formacion de
CH4, mediante una ruta denominada metanogénesis (Figura 2). Actualmente, la
utilizacién de técnicas para la amplificacién de secuencias de ADN ha revelado que los
metandgenos predominantes en la colonizacion del rumen pertenecen al orden
Metanobacterial, mientras que los 6rdenes Metanosarcinal, Metanomicrobial vy
Metanococcal estdn presentes en bajas concentraciones. Existen reportes que en
rumiantes los 6rdenes Metanosarcinal y Metanomicrobial no son detectados, y que al
menos el 3% del ADN recuperado tiene su origen en el orden Metanosarcinal. Segun el

analisis de ARN ribosomal los metandgenos ruminales se divididen en tres grupos:

5



Metanobrevibacter spp., Metanomicrobium spp. y un grupo de Archaea, no cultivado,
denominado rumen cluster C (Ramirez et al., 2014). Janssen y Kirs (2008) encontraron
gque el 61.6 % de las secuencias genéticas de Archaea ruminales estan relacionadas
con Metanobrevibacter, siendo las especies M. gottschalkii (33,6%) y M. ruminantium
(27,3%) las mas predominantes. Los microorganismos metanogénos mas importantes
en rumen, son Methanobrevibacter ruminantium, Methanobacterium formicicum vy
Methanomicrobium mobile que reducen el CO2 usando H2 como fuente de energia
(Attwood y McSweeney, 2008). La produccion de CHa en el rumen es de 87 % y el
resto en el tubo digestivo posterior, la mayoria de este gas es absorbido por la sangre y
llevado a los pulmones en donde es eliminado a través de la boca y los orificios nasales

(Mccaughey et al., 1999).

La actividad metanogénica contribuye al sostenimiento de la fermentacion ruminal, ya
gue mantiene una baja concentracion de Hz que favorece la oxidacion del cofactor
reducido de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD), producido durante la glucdlisis,
gracias a una relacion sintropica entre los microrganismos productores de Hz y los
metandgenos (Ramirez et al., 2014). La metanogénesis es la via de remocion de H2
(Figura 2). Inicialmente, el CO2 es activado por la enzima que contiene el metanofurano
y es reducido a formilo, el cual se transfiere del metanofurano a una enzima que
contiene metanopterina, es deshidratado y reducido en dos pasos distintos a metileno y
metilo. Posteriormente el grupo metilo se transfiere de la metanopterina a una enzima
que contiene CoM. Finalmente el metil-CoM es reducido a CH4 por el sistema de la
metil reductasa, en el cual, dos coenzimas la F430 y la CoM estan implicadas. La

coenzima F430 elimina el grupo CHs del CHs3-CoM, formando un complejo Ni2* - CHg;



este es reducido por los electrones del CoB y un complejo disulfuro de CoM y CoB
(CoM-S y S-CoB), en el proceso se produce a través de la fuerza motriz de protones un

mol de ATP por mol de CHa4 producido (Mandingan et al., 2003).

2e Metanofurano (MFR)

0
i
2e (1) ™ = .CHaNHCH
R{j
"0 Formilo - MFR

Metil- reductasa
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~N H
i
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CH H
’rs'-l‘{l L
® 1 ‘i::’ Metenilo - HaMPT
» N
3 H @_ "X
* i
/'}\K’?H F 420 Ox F420 red
Metileno - HaMPT
Figura 2

Figura 2. Ruta de la metanogénesis (McAllister et al., 1996).

Kinsman et al. (1995) mencionan que en paises en via de desarrollo las emisiones de
CHs son aproximadamente 55 kg CHa animal! afio!, los cuéles contrastan con lo
reportado en paises desarrollados de 35 kg CH4 animal! afiol. Seguln la FAO (2010),
en el mundo existen aproximadamente 1,684 millones de bovinos y 2,100 millones de

pequefios rumiantes, produciéndose aproximadamente 74,800 millones de t afio1.
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Johnson y Johnson (1995) indican que hay dos factores responsables de la variacion
en la produccién de CHa, una es la cantidad de carbohidratos fermentados en el rumen
y la tasa de pasaje. Otro mecanismo es la relacion de AGV producidos, la cual regula la
produccion de H2 y la subsecuente produccion de CHa. Las bacterias ruminales
contienen hidrogenasas unidas a la membrana y pueden oxidar y reducir los
transportadores de electrones como NADH o ferrodoxina para producir H2 (Bodas et al.,
2012). Sin embargo, las hidrogenasas unidas a la membrana son sensibles al H2 y se
inhiben rapido cuando la presion se acumula (Bodas et al., 2012). Por lo tanto, una
buena fermentacién requiere mantener una baja presion, por lo cual el H2 es utilizado

rapidamente.

Moss et al. (2000) y Knapp et al. (2014) explican la estequiometria de las principales

rutas de fermentacién para formar CHa:

- Reaccidn productora de H:

Glucosa — 2 piruvato +4 H2

Piruvato + H2O — Acetato (C2) + CO + 2H

- Reacciones que utilizan de Hz:

Piruvato + 4H — Propionato (C3) + H20

2 C2+ 4H — Butirato (C4) + 2H20

CO2+ 8H — Metano (CH4) + 2H20

- Reacciones metanogénicas tipicas (Thauer, 1998):



4 H2 + CO2— CH4+ 2 H20

4 formato — CH4 + 3 CO2 + 2 H20

4 2-propanol + CO2 — CHas + 4 acetona + 2 H20

2 etanol + CO2 — CHa4 + 2 acetato

Metanol + H2 — CHa + H20

4 metanol — 3 CH4 + CO2 + 2 H20

Acetato — CHs4 + CO2

En rumen, la mayor parte de CHs4 se sintetiza a partir de H2 y COz2; sin embargo,
también se utiliza formato, metilaminas y metanol (derivado de la demetilacion de
polimeros de plantas) (Mackie et al., 1992; Zinder, 1992). El H2 producido durante la
glucdlisis es perjudicial para el proceso fermentativo, porque su acumulacion inhibe la
enzima NADH+H* ferredoxina oxidorreductasa, impidiendo la regeneracion de NAD*, lo
cual es posible a baja presion de Hz (Ramirez et al., 2014). El H2 usado proviene del
metabolismo de otros microorganismos anaerobios (bacterias, hongos y protozoos), por
lo tanto, la produccion de CHa representa uno de los mecanismos para que la presion

ruminal del H2 disminuya.

4.3 Alternativas para disminuir metanogénesis

Actualmente, existe interés por desarrollar estrategias que disminuyan las emisiones de
CHa como GEI emitido por los rumiantes (Machmuller, 2006). La reduccion de CH4 en
el rumen puede alcanzarse a traves del manejo de la alimentacion, el mejoramiento del
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desempefio productivo de los animales y la utilizacién de aditivos (Ramirez et al.,

2014); ante esto, se han desarrollado tres lineas de investigacion (Knapp et al., 2014):

a)

b)

Manejo de la alimentacion y la nutricion: Usar alimentos de alta calidad que
mejoran la productividad y la eficiencia alimenticia; ciertos alimentos puede
mejorar la produccion de propionato o disminuir acetato, disminuyendo la
cantidad de H2 disponible para formar CHa.

Incremento de la produccion animal modificando la genética: eficientizar la
utilizacién de nutrientes con animales genéticamente mejorados para aumentar
la productividad, teniendo en cuenta una buena eficiencia alimenticia y la
disminucion de la produccion de CHa4 por unidad de producto (carne o leche). La
produccién de CHa4 disminuiria si la produccion de leche se mantiene constante o
aumenta, asi se necesitarian menos nimero de vacas para producir la misma o
mayor cantidad de leche.

Modificadores del rumen: alimentar los rumiantes con sustancias especificas
para inhibir metanogénesis o usando un control biolégico como acetogénesis,

defaunacion, uso de acidos grasos, extractos de plantas y aditivos.

4.3.1 Alimentos, manejo de la alimentacién y la nutricion

La mitigacion de CH4 de manera nutricional se basa en tres formas: 1) seleccion de

ingredientes para alterar los patrones de produccién de AGV; 2) incrementar la

frecuencia de paso para alterar las poblaciones microbianas y patrones de produccion

de AGV, para que la absorcion en intestino sea mayor; y 3) utilizar ingredientes de

buena calidad para eficientizar la produccion de leche por vaca, para disminuir el costo

de produccion de CHa4 asociado con los requerimientos de energia para mantenimiento
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(Knapp et al., 2014). Las proporciones de AGV producidos afectan la cantidad de CHa,
porque la formacién de propionato consume equivalentes reductores, mientras que

acetato y butirato generan la formacién de Hz para metanogénesis y acetogénesis.

En cuanto a forrajes, Leng (1993) reportdé que el 75% de la produccién de CH4 es
emitido por rumiantes en pastoreo, por consumir forrajes de mala calidad. La calidad de
los forrajes se mejora utilizando forrajes menos maduros y con alto valor digestible, sin
omitir un almacenamiento adecuado, como el ensilaje diseflado para conservar la
digestibilidad y los nutrientes de los forrajes, ademas de mejorar la dieta y aumentar la
eficiencia de alimentacion (Knapp et al., 2014). Los forrajes de calidad, tienen un mayor
contenido de carbohidratos no estructurales (CNS) y fibra de detergente neutro (FDN),

por lo tanto la FDN sera menos lignificada (Moss et al., 2000; Boadi et al., 2004).

Los forrajes se procesan cortando o moliendo, disminuyendo asi la digestibilidad en el
rumen de la FDN y la produccién de CH4 como resultado del aumento de la tasa de
pasaje del alimento (Moss et al., 2000), ademas disminuye Ila proporcion
acetato:propionato (Van Nevel y Demeyer, 1996), este efecto no es evidente con la
ingesta restringida, pero altos niveles de consumo disminuyen el CH4 de 20 a 40% por
unidad de materia seca (MS) (Johnson y Johnson, 1995). Los forrajes también se
pueden comprimir, y asi disminuir la produccién de CHa, pero el efecto de peletizacion
es mas practica para forrajes de baja calidad, ademas, las reducciones de CH4 pueden
no ser significativos para justificar el gasto de energia extra (Hironaka et al., 1996), sin
embargo, la relacion de las emisiones de CH4 depende de la alimentacién, la

composicion de la dieta 'y el consumo (Knapp etal., 2014).
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La seleccién de plantas durante el pastoreo, las tasas de retencion de la digestion
ruminal, y las interacciones huésped-microrganismos pueden ser hereditarias y
susceptibles a la seleccion genética de los animales con menores emisiones entéricas
de CHa dia? (Clark, 2013; Ross et al., 2013). Se ha realizado seleccion genética en
ganado bovino y ovino, aunque hasta ahora la relacion entre la disminucion de CHa y el
crecimiento del animal no ha sido evaluado (Clark, 2013; Pinares-Patifio et al., 2013).
Ademas, se han desarrollado técnicas metagenomicas que pueden acelerar el proceso
de seleccion (Ross et al., 2013), pero aun no existen evidencias viables para el ganado
lechero y ovino, aunque es probable que en 10 afios se tengan los primeros resultados

(Knapp et al., 2014).

4.3.2 Seleccion genética del ganado

No se conoce con exactitud porque ciertos animales emiten menos CHa4 por unidad de
alimento consumido que otros, pero se plantea que se debe a las diferencias genéticas
entre razas de rumiantes. Actualmente, la biotecnologia podria ayudar a explicar este
fenbmeno desarrollando herramientas metagenémicas que pueden acelerar el proceso

de la seleccion genética (Knapp et al., 2014) logrando la disminucion de CHa.

De Haas et al. (2011) indican que la produccion endégena de CHa4 tiene una base
genética, con indices de heredabilidad entre 0.35 para la produccion de CH4 enddgeno
y 0.58 para la produccion de CHa por contenido de grasa y proteina, con un indice de
correlacion genética entre la produccion de CHa entre la primera y la Ultima lactancia de
0.36 (Aguiar-Zanzano y Rojas-Bourrillon, 2014). Por su parte Yan et al. (2010)
reportan que la seleccion genética de vacas altas productoras de leche y la eficiencia

de utilizacion de la energia estaria reduciendo la cantidad de CHa, produciendo la
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misma cantidad de leche; en el caso del ganado de carne se esperaria una mayor
conversion alimenticia reduciendo los tiempos de engorda. Realizando seleccion
genética, se podria reducir del 11 a 26% la produccién de CHa4 en ganado lechero (De
Haas et al.,, 2011) y de 24 a 28% en ganado de carne (Aguiar-Zanzano y Rojas-

Bourrillon, 2014).

4.3.3 Uso de 4cidos grasos

El uso de &cidos grasos como inhibidor de metanogénesis comenzé a usarse en los
afios 60°s, cuando Blaxter y Czerkawski (1966) observaron que los acidos grasos de
cadena larga y de cadena media podrian reducir las emisiones de CH4 en borregos.
Las investigaciones se han centrado en la utilizacién de acidos grasos de cadena larga,
por tener un mayor impacto sobre la metanogénesis debido a la biohidrogenacién (Van
Nevel y Demeyer, 1996); sin embargo, la utilizaciéon de altos porcentajes (> al 5%)
disminuye la degradacion de la fibra (Broudiscou et al., 1990) lo cual se traduce en un

efecto negativo sobre la produccién animal.

Los aceites, se han evaluado como aditivos en la alimentaciéon para mejorar el
metabolismo microbiano en rumen, como degradacion de fibra y proteina, para
aumentar la eficiencia de degradacion y la inhibicion de la metanogénesis (Calsamiglia
et al., 2007; Patra, 2012). Las grasas se han adicionado a las dietas para incrementar
la densidad energética de la dieta, para aumentar la produccién en leche o modificar el
perfil de acidos grasos en leche, por lo que su utilizacién ha sido por mucho tiempo sin
conocer los factores secundarios que actian en rumen. El acido ladrico (C 12:0) y
miristico (C 14:0) tienen el potencial para disminuir la metanogénesis in vitro y reducir

el nimero de metandégenos (Dohme et al., 2001; Panyakaew et al., 2013), aunque el
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potencial de mitigacion de acido miristico disminuye cuando no se combina con acido
ladrico (Soliva et al., 2003). El aceite de coco es rico en &cido ladrico y miristico,
conteniendo 470 g L't y 180 g L-! respectivamente, y puede disminuir del 26 al 70% de
CHa4 en borregos in vivo agregando 70 g d!; en toros de engorda redujo 30%

agregando 250 g d-! (Jordan et al., 2006).

Los alimentos para ganado con altas cantidades de almidones favorecen la disminucion
de CH4 en rumen, porque la fermentacién de azlcares favorece la produccion de
propionato a expensas de acetato y disminuye el pH ruminal, por lo que la
disponibilidad de Hz es baja e inhibe la actividad de los metandgenos (Martin et al.,
2010; Hook et al., 2011a). La poblacion de protozoos también se ve disminuida por la
presencia de almidén en rumen, esto hace que se reduzca la transferencia de

hidrégeno de protozoarios a bacterias metanogénicas (Morgavi et al., 2012).

4.3.4 Uso de extractos de plantas

Las plantas como el sorgo (Sorghum vulgare), palma africana (Elaeis guineensis), etc.,
contienen productos bio-activos como aceites esenciales, taninos o saponinas (Wallace
et al., 2002) con propiedades antimicrobianas que pueden ser utilizadas para reducir la
produccién de CH4 en rumiantes. Los metabolitos secundarios o fitoquimicos no son
nutritivos para las plantas, pero son esenciales para su proteccion (contra plagas)
(Greathead, 2003; Patra y Saxena, 2009b; Bodas et al., 2012). Los metabolitos
secundarios poseen actividad biolégica en otros seres vivos, por ejemplo afectan los
procesos metabdlicos de un rumiante o afectan el crecimiento de ciertos
microorganismos (Bodas et al., 2003), por esa razon las compafias de drogas y

nutricion examinan compuestos bio-activos de gran variedad de plantas para obtener
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nuevos farmacos o aditivos. Los metabolitos secundarios son sustancias que tienen
efecto toxico sobre las bacterias metanogénicas y protozoarios, ademas se consideran
factores antinutricionales porque reducen el consumo de materia seca (MS) y la
digestibilidad del alimento (Beauchemin et al., 2008). Los principales compuestos
activos de los metabolitos secundarios son compuestos fendlicos (Dorman y Deans,
2000; Burt, 2004), y actuan entrando a la membrana celular de la bacteria provocando
la salida de iones y el efecto depende de la especie de planta consumida y de su
composicion quimica. También hay alcoholes, monoterpenos y aldehidos que llegan a
inhibir el crecimiento y metabolismo de microorganismos ruminales (Benchaar et al.,

2008).

Las saponinas, taninos y algunos aceites esenciales también tienen un efecto negativo
sobre los protozoarios del rumen (Makkar et al., 1995; Hristov et al., 2003) y es la
causa porque la poblacion de bacterias disminuye (Goel et al., 2008a; Bodas et al.,
2012), debido a la asociacion que existe entre los protozoarios y los microorganimos
ruminales (Cobos et al.,, 2007). Las saponinas de manera directa parecen tener un
mayor efecto sobre bacterias Gram (+) que Gram (-) (Patra y Saxena, 2009a), de
acuerdo a sus propiedades membranoliticas (Newbold et al., 1997) las Gram (-) poseen

una capa hidrofilica que actlia como barrera impermeable (Nikaido, 1994).

Los extractos de plantas presentan cambios en los productos finales de fermentacién
como AGV y amoniaco. El amoniaco disminuye (Spanghero et al., 2008; Bodas et al.,
2012) y se acompafia de una reduccion en la produccién de iso-acidos como
consecuencia de la baja degradacion de proteinas (Hervas et al., 2000; Alexander et

al., 2008), mientras que la reduccion de AGV se da por cambio en las proporciones de
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acidos organicos (Tan et al., 2011), como aumento de acetato y disminucion de
propionato (Beauchemin et al., 2007). Los extractos de plantas una vez ingresados al
rumen el efecto dura por pocos dias y con el paso tiempo los microorganismos

ruminales se adaptan a ese ambiente (Busquet et al., 2005).

4.3.5 Defaunacion

La defaunacion del rumen se considera una alternativa mas para mitigar la produccion
de CHs4, dado que los protozoos son productores de H2, y existe una importante
asociacion de bacterias metanogénicas adheridas a protozoos (Cobos et al., 2007,
Hook et al., 2010). Se ha detectado la presencia de bacterias metanogénicas sobre la
superficie de protozoos ciliados del rumen y como endosimbiontes dentro de los
mismos, por lo tanto el uso de aditivos que reduzca la poblacion de protozoarios
inhibira indirectamente la produccion de CH4 (Ramirez et al., 2014). Newbold et al.
(1995) estimaron que la relacion entre bacterias metanogénicas y protozoos ciliados es
responsable de 9 al 25% de la metanogénesis en el liquido ruminal, dado que en el
rumen no es posible la respiracidon aerdbica, los protozoos no contienen mitocondria,
solo presentan organelos intracelulares denominadas hidrogenosomas donde se libera
el Hz producido durante la oxidacion del piruvato o malato. Los protozoos también se
eliminan por derivados halogenados y monensina sédica que permiten una inhibicion
sustancial de CHa por los rumiantes, pero el uso de estos productos representa un
riesgo para la salud humana. Sin embargo, el hecho de eliminar protozoarios en rumen,
no siempre se ve reducida la produccion de CHa (Morgavi et al., 2012). También se han

identificado compuestos secundarios que tienen actividad antiprotozoaria, como el uso
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de saponinas, aunque el efecto varia de acuerdo al tipo de saponina (Hess et al.,

2003).

4.3.6 Aditivos

Existen aditivos para reducir CHas, en su mayoria inhiben la metanogénesis (Weimer,
1998), y su funcion de acuerdo al tipo de aditivo pueden ser: 1) reducir la produccion de
CHs a favor del propionato para mejorar el balance energético de los animales, 2)
disminuir la degradacion de las proteinas para incrementar la biodisponibilidad de
aminoacidos (AA) en el intestino delgado, 3) reducir la tasa de degradacién de los
carbohidratos rapidamente fermentables (almidon, sacarosa) y controlar la
concentracién de acido lactico, y 4) mejorar la digestion de la fibra. Los antibiéticos y
los iondforos cubren la mayoria de estos objetivos en el rumen (Jouany y Morgavi,
2007) y afectan las vias de fermentacion en rumiantes (Lascano y Cardenas, 2010).
Los iondforos mas estudiados son la monensina, lasolacida, salinomicina, nigercina y
gramicidina. Los iont6foros agregados a la dieta afectan la produccién de CHa4 por dos
vias: 1) aumenta la eficiencia en la conversién alimenticia, reduciendo la produccion de
CHa por unidad de alimento consumido y 2) se reduce la cantidad de CH4 por unidad de
MS consumida debido a su efecto sobre la fermentacion del rumen (Lascano y
Cardenas, 2010). En relacién a la conversion alimenticia, los ionoforos reducen el
consumo de MS pero mantienen o incrementan la productividad animal; por ejemplo
dietas altas en concentrado con ionoforos, el consumo de materia seca se reduce de 5
a 6% y la conversion alimenticia aumenta de 6 a 7% (Van Nevel y Demayer, 1996). El
uso de ionéforos en forrajes presenta resultados variables. Segun Van Nevel y

Demayer (1996) los iondforos reducen de 0 a 76 % la produccién de CHa4 in vitro y varia
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de acuerdo al tipo de ion6foro empleado y dosis recomendada; en condiciones in vivo

la disminuciéon de CH4 es hasta 18 %.

4.3.7 Acetogénesis reductiva

La acetogénesis reductiva es una alternativa para inhibir la produccion de CHa4 en
rumen. Las bacterias acetogénicas son un grupo de microorganismos anaerobios
estrictos capaces de utilizar H2 como fuente de energia y CO2 para reducirlo y formar
acetato. El acetato es un AGV que utilizan los rumiantes como fuente de energia. Las
bacterias acetogénicas son diversas filogenéticamente; a la fecha, se han descrito 20
géneros (Mdller, 2003) presentando concentraciones de no mas de 108 bacterias mL1

(LeVan et al., 1998).

En el rumen existen factores que limitan el crecimiento de bacterias acetogénicas
(Pinder y Patterson, 2013) como: 1) el pH y la concentracion de AGV interfieren en el
crecimiento de bacterias acetogénicas; 2) los acetdgenos no tienen capacidad de
utilizar la concentracion de los carbohidratos presentes en el fluido ruminal; 3) los
acetdégenos no se reproducen en grandes concentraciones competitivas en rumen; y 4)
los acetdgenos son menos eficientes que los metandégenos en el uso de H2 y CO2. La
acetogénesis es menos eficiente que la metanogénesis, pero es una alternativa viable
para disminuir la produccién de CHa. Nollet et al. (2007) establecen que la reaccion por
la competencia de sustratos entre acetogénesis y metanogénesis se da por la siguiente

ecuacion:

Metanogénesis 4H2 + CO2 — CHa+ 2H20

Acetogénesis 4H2 + 2CO2 — CH3COO + H*
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La acetogénesis tiene tres beneficios directos sobre el rumiante y el medio ambiente: 1)
disminucion de la pérdida de energia del alimento; 2) produccién de compuestos
energéticos (acetato); y 3) disminucion de la sintesis de CH4 emitida al ambiente como

GEI (Parameswaran et al., 2010).

4.3.7.1 Ruta de la acetogénesis o via Wood-Ljungdahl

Las bacterias acetogénicas producen acetato apartir de H2 y CO2 mediante la via
Wood-Ljungdahl (Henderson et al., 2010). La via Wood-Ljungdahl se conoce asi en
reconocimiento a los bioquimicos descubridores, que explicaron las caracteristicas
guimicas y enzimolégicas de la via usando la bacteria Clostridium thermoaceticum
como modelo (Ljungdahl, 1986; Drake et al., 2008). El trabajo de Ljungdahl se centrd
en explicar como el COz2 se reduce a acetato, mientras que Wood descifr6 como el CO2
se reduce a carbonilo dentro de la via; ambos estudios se fundieron en la sintesis de la
Acetyl-CoA (Drake et al.,, 2008) para dar origen acetato. Acetyl-CoA sintasa no solo
cataliza la reduccion del CO2 a CO y la sintesis de Acetyl-CoA, también oxida CO a
COz2; esta reaccion es la base para referirse a Acetyl-CoA sintasa como CO
deshidrogenasa (Diekert et al., 1984) con esto se entiende que la Acetyl-CoA sintasa
es capaz de catalizar diferentes reacciones. Acetyl-CoA puede considerarse como el

primer producto de fijacion autotrofa de CO2 en acetégenos (Ljungdahl, 1986).

Segun Almeida et al. (2011) las reacciones que forman acetato a partir de acidos

grasos son:

CH3 CH2CH2COO~ + 2H20 — 2CH3COO~ 2H* + 2H2

CH3 CH2COO~ + 2H20 — CH3COO + CO2 + 3H2
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CH3COO™ + H* + 2H20 — 2CO02 +4H2

CH3CH (CHs) CH2COO~ + CO2 + 2H20 — 3CHs3COO~ +2H+ +H2

Los microorganismos capaces de reducir CO2 a través del Acetyl-Coenzima A se
denominaron acetdgenos, siendo esta caracteristica metabdlica suficiente para
diferenciarlos de otros microorganismos (Drake et al., 2008). La produccion de acetato
juegan un papel importante en el ciclo global del carbono (Muller, 2003). La ruta de la
acetogénesis (Figura 3) inicia cuando el CO2 es reducido a formato por accién del
formato dehidrogenasa y es activado y enlazado a la molécula de tetrahidrofolato (THF)
produciendo formil-THF. En este paso se libera agua, resultado un grupo metenil que
es reducido de metileno-THF a metilo THF. EI grupo metilo se transfiere a una proteina
gue contiene un cofactor carrinoide y grupos de hierro azufre; la proteina carrinoide de
hierro azufre (CoFeSP). ElI grupo metilo se transfiere a la bi-funcional CO-
deshidrogenasa/Acetil-CoA sintetasa (CODH/ACS) que desempefia un papel central en
la via. EI grupo metilo se condensa sobre la CODH/ACS con monéxido de carbono
derivado de otra molécula de CO2 oxidada por la actividad de la CODH a Acetil-CoA. El
acetato se produce de la Acetil-CoA por accion de las enzimas fosfotransacetilasa y

acetato quinasa (Mdller, 2003).

4.3.7.2 Bacterias acetogénicas aisladas

Las bacterias acetogénicas u homoacetdgenos (solo producen acetato como Unico
producto de fermentacién) o acetdégeno reductor de CO2 (Ragsdale y Pierce, 2008) son
las encargadas de realizar la acetogénesis en rumen. Por definicion, la formacion de

acetato como producto final no es tan importante, es mas importante conocer el
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proceso por el cual se forma. Por ejemplo existen bacterias como Eubacterium
limosum, Butyribacterium methylotrophicum y Caloramator pfennigii, organismos que
por definicion se clasifican como acetdgenos pero que forman butirato a partir de
Acetyl-CoA por esta via (Diekert et al., 1984; Loubiere et al., 1992). Del mismo modo
Acetobacterium woodii forma etanol a partir de Acetyl-CoA (Diekert et al., 1984;

Buschhorn et al., 1989).

()
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2X 2(H)\

CODH/ACS

CoFeSP \\-.THF

< 2(H)
|Meti|-CoFeSP| H20
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CODH/ACS

CoFeSP
Acetil-CoA

Acetil-P
ADP

Figura 3. Ruta de la acetogénesis o via Wood-Ljungdahl (Mdiller, 2003).
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El aislamiento de bacterias acetogénicas comenzé en 1932 cuando se descubrieron
microorganismos que convertian el Hz2 y CO2 en acido acético (Fischer et al., 1932). La
primera bacteria acetogénica aislada fue Clostridium aceticum por Klass Tammo
Wieringa en 1936, en ese tiempo el cultivo se perdi6 y solo los autores definieron las
necesidades nutricionales de la bacteria (Drake et al., 2008). Clostridium aceticum se
aislé del suelo, y era capaz de convertir el H2 y COz2 en acido acético (Karlsson et al.,
1948), es una bacteria mesofilica que forma esporas, capaz de crecer con Hz2 y CO2z de
acuerdo con la siguiente formula estequiometrica (Wieringa, 1936; Drake et al., 2008).

En 1936 esta reaccién constituia el anico mecanismo reconocido de fijacién de COs2.

4H2 + 2C0O2 — CH3COOH + 2H20

Clostridium thermoaceticum fue la segunda bacteria aislada por Francisco Ephraim
Fontaine en 1942, compaiiero de Wiering. El aislamiento de C. thermoaceticum se
estudié para explicar la enzimologia de la via Acetil-CoA en los laboratorios de Harland
GoffWood y Lars Gerhard Ljungdahl (Drake et al., 2008). C. thermoaceticum es un
microorganismo obligadamente anaerobio y terméfilo que puede fermentar 1 mol de
glucosa a 3 moles de acido acético a un pH de 7 (Schwartz y Keller, 1982). Con esta
bacteria se catalizé la conversion estequiométrica de glucosa a acetato (Fontaine et al.,

1942; Drake et al., 2008):

CsH1206 — 3CH3COOH

C. thermoaceticum se aislé de estiercol de caballo (Drake et al., 2008); posteriormente
en 1994, fue reclasificada a Moorella thermoacetica (Collins et al., 1994; Schiel-

Bengelsdorf y Durre, 2012). Existido una tercera bacteria identificada como Clostridium
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formicoaceticum, aislada de lodos que produjo formato y acetato como resultado de la
fermentacion de glucosa (El Ghazzawi, 1967; Drake et al.,, 2008). Clostridium
formicoaceticum es una bacteria mesofilica formadora de esporas (El Ghazzawi, 1967,
Andreessen et al., 1970). C. formicoaceticum posee potenciales metabdlicos para fijar
gas nitrogeno y utilizar el reductor derivado de la oxidacion grupos aldehidos
aromaticos para crecimiento y sintesis de acetato (Dorn et al., 1978; Drake et al.,
2008); posteriormente las investigaciones para bacterias acetogénicas pararon, y fue

hasta la década de los 80°s que se continto con esta linea de investigacion.

Genthner et al. (1981) aislaron la bacteria ruminal acetogénica Eubacterium limosum y
utilizaron un medio de cultivo modificado, adicionando Se, Ni, Zn y Fe como solucién
micromineral y biotina, acido félico, hidrocloruro de piridoxal, acido lipoico, rivoflavina,
pantotenato de calcio, cianocobalamina, acido paraminobenzoico y acido nicotinico
como solucion vitaminica. El uso de vitaminas del complejo B y microminerales son
escenciales porque la ruta metabdlica del Acetyl-Coenzima A necesita coenzimas y
cofactores para la sintesis del acetato. Ademas, se necesitan inhibidores
metanogénicos para evitar la competencia de sustratos durante el aislamiento. Algunos
ejemplos de inhibidores son acido 2-bromoetanosulfénico (BESA) (LeVan et al., 1998;
Joblin, 1999) y 9 10-Antraquinona (Garcia et al., 1996), sin embargo, el uso de estos
compuestos son toxicos, una alternativa es el uso del antibiético cloranfenicol, que
inhibe la metanogénesis en medios de cultivo por su accién bacteriostatica (Escolar et

al., 1998).

Se han aislado alrededor de 100 especies acetogénicas de una variedad de habitats

(suelos, sedimentos, lodos, tracto intestinal de animales incluyendo los seres humanos
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y termitas) clasificadas en 22 géneros. Los géneros mas importantes son:
Acetobacterium y Clostridium (Almeida et al., 2011) y las especies mas estudiadas
son: C. thermoaceticum; Acetobacterium woodii; C. formicoaceticum; C.
thermoautotrophicum;  Peptostreptococcus  productos;  Eubacterium  limosum;

Acetogenium kivui y Acetitomaculum ruminis.

4.3.7.3 Competencia entre bacterias acetogénicas y metanogénicas

Breznak y Kane (1990) reportaron la existencia de factores sobre la competitividad
entre bacterias acetogénicas y metanogénicas. La concentracion normal de H2 en el
rumen es de 10° a 10 atm (Robinson et al., 1981), los metandgenos tienen mayor
afinidad por H2 que acetdégenos (Bocazzi y Patterson, 2013). Los metandgenos tienen
una afinidad para H2 de 1 a 4x10% atm (Greening y Leedle, 1989); y las bacterias
acetogénicas tienen una afinidad para Hz de 10# a 10-° atm (Greening et al., 1989;
LeVan et al., 1998); se han encontrado metandégenos tener umbrales para H2 de 10 a

40 veces mas bajos que los acetégenos (Greening et al., 1989; Breznak y Blum, 1991).

Las bacterias acetogénicas son tolerantes a pH acidos, esto es clave en la
competitividad por sustratos en ambientes ruminales (Ricke, 2003). Se considera que
aproximadamente el 70% del CHa4 generado durante el proceso de digestion
anaerobica es producto de la metabolizacion de acetato de bacterias metanogénicas
(Methanosarcina, Metanosaeta 0 Metanotrix y Metanosarcina Barkeri). La
concentracion de bacterias acetogénicas es menor que las metanogénicas en rumen,
por lo tanto, no pueden competir por el H2 porque la concentracion de Hz es baja y es

utilizado rapidamente por las bacterias metanogénicas, en su caso las bacterias
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acetogénicas requieren de altas concentraciones de H2 para poder competir con las

bacterias metanogénicas (Buddle et al., 2011).

Una alternativa en la investigacion ruminal, es aumentar la poblacion de bacterias
acetogénicas (Martin et al., 2009), sin embargo, para maximizar la actividad
acetogénica depende de las interacciones del sustrato (McAllister et al.,, 1996;
Christophersen et al., 2008). La inhibicion de la metanogénesis propicia que los iones
H* sean utilizados en otras rutas metabdlicas para evitar efectos negativos durante la
fermentacion (Knight et al., 2011). La reducciébn de CO2 por H* a acetato es
termodinamicamente menos favorable que la reduccion de estos sustratos a CHa4

(McAllister y Newbold, 2008).

4.4 Sustratos utilizados por bacterias acetogénicas

Las bacterias acetogénicas oxidan CO2, H2, -carbohidratos, alcoholes, acidos
carboxilicos y dicarboxilicos, aldehidos, ademas de grupos sustituyentes de varios
compuestos aromaticos y ciertos compuestos halogenados, siendo los mas importantes
las hexosas y pentosas, porque se utilizan para el aislamiento de este tipo de bacterias
(Kusel y Drake, 2011). El aislamiento de las bacterias ruminales acetogénicas aisladas
en esta investigacion, se realiz6 a base de formato de sodio y acetato como fuente de
energia, siendo el formato de sodio el sustrato principal. EI formato de sodio es una sal
sédica del acido férmico, perteneciente al grupo de los aldehidos. El formato de sodio
de origen ruminal se forma a partir de la oxidacién del CO2 exclusivamente por
bacterias fermentativas y acetogénicas con equivalentes reductores procedentes de la
oxidacion de etanol o descarboxilacion de lactato (Bleicher y Winter; 1994). El formato

de sodio también se forma apartir de cultivos puros de bacterias metanogénicas,

25



incluso se libera una mayor cantidad de formato de sodio inhibiendo la utilizacion de Hz
para la produccién de CHa (Bleicher y Winter; 1994); asi el formato de sodio es utilizado
por las bacterias acetogénicas para su metabolismo como fuente de energia. El formato
de sodio presente en el rumen es metabolizado rapidamente por las bacterias
metanogénicas, aumentando la metanogénesis, y se representa estequiométricamente

de acuerdo a la ecuacion (Hungate etal., 1970):
4HCOOH — 3CO2 + CH4 + 2H20

El formato de sodio es un donador importante de electrones y puede llegar a contribuir
con el 18% del CH4 producido en el rumen (Ramirez et al., 2014). Las hexosas son
convertidas exclusivamente en acetato, tal como la muestra la siguiente ecuacion

(Mdiller, 2003):
1 C6 H12 Os — 3CH3COOH

El formato de sodio se considera como un intermediario de la reduccion del COz2 hacia
acetato, siendo la conversion preferencial mediante el grupo de la glucosa, esto se

demostrd con la bacteria Clostridium thermoaceticum (Kerbyy Zeikus, 1987).

4.5 Uso de carbon activado

El carbon activado es un término utilizado para un grupo de materiales carbonaceos
altamente porosos, preparados artificialmente a través de un proceso de carbonizacion.
El volumen del poro del carbén activado generalmente es definido mayor a 2 mL g1,y
el area de la suerficie interna mayor a 400 m? g-1. El didametro de los poros varia desde
3 a cientos de Amstrongs (A), por lo tanto, surgié una clasificacion de acuerdo al
tamafio del mismo: macroporos (500 a 20,000 A); mesoporos (100 a 500 A) y
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microporos (8 a 100 A) (McDougall, 1991). Los carbones activados se encuentran
disponibles comercialmente en varias formas: granular, polvo, extruidos en forma de
varilla, que comunmente van desde 0.8 a 6 mm de didmetro por 3 a 10 mm de longitud

en tamanio.

El carbon activado es utilizado por su capacidad de adsorcion y se debe a su gran
superficie interna y su distribucidon en el tamafio de poro, por lo tanto, el area de la
superficie externa y la naturaleza de los éxidos superficiales son factores de menor
importancia (McDougall, 1991), sin embago, se ha observado que algunas superficies
de carbdn activado contienen sitios especificos que favorecen la adherencia y
posteriormente el desarrollo de biopeliculas bacterianas (Mercier et al., 2013). A nivel
de microorganismos, el carbén activado es utilizado como soporte para el crecimiento
de bacterias, ademas para resolver problemas de bioremedacion in situ en sedimentos
cuanticos contaminados (Mercier et al.,, 2013). El carbon activado también se ha
utiizado como lioprotector durante el proceso liofilizacién, dando una proteccion a las
células al momento de la congelacion (Morales-Garcia et al., 2010; Sanchez, 2014).
Actualmente el carbon activado también se utiliza para remover color, olor, y sabor de
infinidad de productos, incluso remocién de productos toxicos, que después de ser
adsorbidos se producen reacciones quimicas que transforman los productos téxicos en

inertes que se desorben y queden retenidos en la porosidad del carbon.
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CAPITULO I. AISLAMIENTO DE UNA BACTERIA RUMINAL ACETOGENICA EN
MEDIO SELECTIVO A BASE DE ACETATO-FORMATO FLUIDO RUMINAL (AF-FR)

lvan Reyes Vazquez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2015.

1.1 Resumen

Mediante un medio de cultivo anaerobio a base de acetato-formato fluido ruminal (AF-
FR) se aislo y conservd en liofilizacion una bacteria ruminal. La bacteria ruminal
aislada, se traté de un coco Gram (+), encontrandose sola o formando pares de cocos
(bicocos) hasta cadenas de 9 cocos, a una concentracién de 6.75 x 108 bacterias mL1.
La colonia bacteriana en medio sélido es de superficie lisa y elevacién convexa, de
consistencia suave, color crema y de circunferencia irregular. Durante la liofilizacién se
agregd carbéon activado como lioprotector. La identificacion molecular se hizo
extrayendo el DNA mediante la técnica de CTAB, posteriormente se realiz6 la
amplificacion por medio de PCR. El producto de PCR se utilizd para secuenciar la
bacteria ruminal aislada. La bacteria ruminal aislada se identific6 como Enterococcus
casseliflavus AJ301826, Y18161 en el GenBank, y puede encontrarse en el tracto
gastrointestinal de animales mamfferos; sin embargo hasta ahora no hay estudios que

comprueben que Enterococcus casseliflavus disminuya la produccion de CHa.

Palabras clave: aislamiento, acetogenicas, anaerobias, rumen, liofilizacion.
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ISOLATION OF AN ACETOGENIC RUMEN BACTERIA IN SELECTIVE MEDIUM
BASED ACETATE-FORMATE FLUIDE RUMINAL (AF-FR)

lvan Reyes Vazquez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2015.

1.2 Abstract

Through an anaerobic culture medium based format acetate rumen fluid (AF-FR) he
was isolated and preserved in lyophilization with rumen bacteria. Isolated rumen
bacteria, it was a Gram (+) coconut, being alone or as pairs of cocci (bicocos) until
coconut chains 9 at a concentration of 6.75 x 108 mL™! bacteria. The bacterial colonies
on solid media is smooth and convex surface elevation, soft consistency, cream color
and irregular circumference. During liofiizacion activated carbon is added as
lyoprotectant. The molecular identification was made by extracting the DNA using the
technique of CTAB, then amplification was performed by PCR. The PCR product was
used to sequence the isolated rumen bacteria. Rumen bacterium isolated was identified
as Enterococcus casseliflavus AJ301826, Y18161 in GenBank, and can be found in the
gastrointestinal tract of mammals; but so far no studies that prove that Enterococcus

casseliflavus decrease CHa4 production.

Key words: isolated, acetogenic, anaerobe, rumen, lyophiization.
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1.3 Introduccion

Las bacterias acetogénicas pueden ser aisladas desde el tracto intestinal de
mamiferos, termitas, aguas residuales y termales hasta suelos, sedimentos marinos y
de agua dulce (Drake, 1993; Jiang et al., 1995; Rieu-Lesme et al., 1998). Las bacterias
acetogénicas son microorganismos anaerobios estrictos que catalizan la formacion de
acetato a partir de unidades de un carbono (C1) en su metabolismo energético (Rieu-
Lesme et al.,, 1998). Los acetdégenos anaerobios utilizan la ruta de Wood-Ljungdahl
para sintetizar Acetyl-CoA por la reduccion de CO 6 CO2 + H2 como una forma de
conservar energia y asimilar el CO2 por la sintesis de carbdon celular (Schiel-
Bengelsdorf y Dirre, 2012), aunque hasta ahora la energia de conservacion sobre la
ruta Wood-Ljungdahl no se entiende por completo. Para el aislamiento de bacterias
acetogénicas se recomienda el uso de vitaminas del complejo B y microminerales,
porque la ruta metabdlica del Acetyl-Coenzima A necesita coenzimas y cofactores para
la sintesis del acetato. El aislamiento de bacterias acetogénicas comenzd en 1932
cuando se descubrieron microorganismos que convertian el Hz2 y CO2 en &cido acético.
Clostridium aceticum fue el primer acetégeno aislado y caracterizado (Wieringa, 1940),
posteriomente se aisldé Clostridium thermoaceticum (Fontaine et al., 1942), y sirvio de
modelo para descubrir la ruta de Wood-Ljungdahl. Hasta ahora, se han aislado mas de
100 bacterias acetogénicas siendo los géneros Acetobacterium y Clostridium los mejor
caracterizados entre mas de 22 géneros conocidos (Schiel-Bengelsdorf y Durre, 2012).
Los productos naturales generados por bacterias acetogénicas resultado de su
metabolismo son: acetato, butirato, etanol, butanol y 2,3-butanodiol (Schiel-Bengelsdorf

y Durre, 2012), siendo el acetato el mas importante en la produccién animal por ser
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utiizado como fuente de energia. Las bacterias acetogénicas compiten contra las
metanogénicas por los sustratos H2 y CO2 para formar acetato y CH4 respectivamente;
con la acetogénesis reductiva se logra reducir 2 mol de CO2 para formar acetato por la
oxidacion de Hz2 mediante la reaccion: 2CO2 + 4H2 = CH3COOH + 2H20 (Tricia et al.,
1998). Por lo tanto, la energia que se pierde mediante el eructo en forma de CHas se
puede utilizar en forma de acetato, lo que mejoraria la eficiencia energética de los
rumiantes y reduciria las emisiones de CHa (Tricia et al., 1998). El objetivo de esta
investigacion fue aislar una bacteria ruminal acetogénica en cultivo puro y conservarla
en liofilizacion, para evaluarla en cocultivo (COC) de bacterias ruminales para disminuir

la produccion de CHa in vitro.

1.4 Materiales y métodos

Esta investigacion se realizd en el laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética
Microbiana perteneciente al Programa de Ganaderia. La identificacion molecular se
realizd en el Laboratorio de Biotecnologia de Semillas IREGED del Colegio de

Postgraduados Campus Montecillo, Municipio de Texcoco, Estado de México.

1.4.1 Elaboracion de medios de cultivo

Los medios anaerobios selectivos para aislar una bacteria ruminal acetogénica (BRA) a
base de acetato-formato (AF-FR) se prepararon de acuerdo con la técnica que describe
Hungate (1966) modificada por Bryant (1972) y recomendada por Cobos y Yocoyama
(1995; Cuadro 1). Los medios de cultivo se prepararon con flujo constante de CO2 para
conservar anaerobiosis, y se incubaron por 48 h a 39 °C (incubadora Felisa FE-133A)
para comprobar su esterilidad. El proceso de esterilizacion de los medios de cultivo fue

por 15 min en una autoclave Tuttnauer 2540F a 121 °C y 15 PSI. La solucion vitaminica
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y antibiotica se adicioné al momento de utilizar los medios de cultivo para inocularlo

debido a las caracteristicas bioquimicas de dichas soluciones.

Cuadro 1. Composicion de los medios de cultivo anaerobios, para

aislamiento de una bacteria ruminal acetogénica.

Componente (100 mL) AF-FR AFA-FR
Agua destilada (mL) 48.5 48.5
Liquido ruminal clarificado! (mL) 30.0 30.0
Solucién mineral 12 (mL) 5.0 5.0
Solucién mineral I8 (mL) 5.0 5.0
Solucién vitaminica* (mL) 1.0 1.0
Resazurina 0.1%° (mL) 0.1 0.1
Extracto de levadura (Q) 0.2 0.2
Peptona de Soya (g) 0.1 0.1
Cisteina-sulfido® (mL) 2.0 2.0
Carbonato de sodio, sol. al 8% (mL) 5.0 5.0
Acetato de sodio () 0.1 0.1
Formato de sodio (g) 1.0 1.0
Cloranfenicol®® (mL) 0.1 0.1
Agar (9) - 2.0

1 El liguido ruminal fresco, se filtr6 con manta de cielo, centrifugado a 23,000 xg
(unidades de gravedad relativa) por 15 min y esterilizada a 12°C por 15 min a 15 PSI.

2 Contiene (1000 mL) K2HPOs4, 6 g.

3 Contiene (1000 mL) KH2PO4, 6 g; (NH4)2S04, 6 g; NaCl, 12 g; MgSOs, 2.45 g; CaCl-
2H20, 1.6g.

4 Contiene 100 mg de Clorhidrato de Tiamina; 100 mg de Clorhidrato de Piridoxina; 1000
mcg de Cianocobalamina en 100 mL de solucién.

5 Contiene 0.1 mL de solucién (1%) en agua destilada, se afor6 a 100 mL.

6 Contiene 2.5 g de L-cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH), mas 2.5 g de NazS-
9H20; se afor6 a 100 mL con agua destilada.

7 Contiene 8 g de Na2COs por cada 100 mL de agua destilada.

8 Contiene 250 mg en 10 mL de solucion.
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1.4.2 Aislamiento y conservacion de la bacteria ruminal

En tubos de cultivo de 18x150 mm estériles, se adicionaron 9 mL de medio AF-FR
estéril. ElI aislamiento se inicié6 de liquido ruminal fresco (LRF) de una vaca Jersey
fistulada. EI LRF radpidamente se filtr6 en manta de cielo, se centrifugd a 1,157 x g 3
min! (centrifuga Eppendorf 5810-R) a 25 °C; el sobrenadante se utiliz6 como inéculo A
(inicial). Los tubos de cultivo se inocularon con 1 mL indculo inicial A por triplicado, se
incubaron a 39 °C hasta presentar turbidez. El tubo que presentd mayor turbidez se
selecciond y se usé como un indculo nuevo en medios AF-FR. Después de presentar la
turbidez, se tomo6 una muestra del medio de cultivo y se observd en un microscopio de
fases de contraste Olympus BX51 para observar las morfologias bacterianas. El

proceso se repitio hasta obtener un solo tipo morfolégico bacteriano.

En tubos de cultivo de 18x150 mm estériles, se adicionaron 9 mL de medio con base
en acetato-formato-agar-fluido ruminal (AFA-FR) estéril y se inclinaron 15°
(aproximadamente) hasta su solidificacion, como variante de la técnica de tubo rodado
(Hungate, 1969). El medio AF-FR seleccionado con un solo tipo de morfologia
bacteriana se utilizd6 como inoculo, se usé una asa bacterioldégica para inocular
mediante la técnica de estriado, el tubo se incubé a 39 °C por 72 h para obtener
colonias de la bactria ruminal aislada. Las colonias de la bacteria aislada se
caracterizaron morfologicamente. Un tubo con medio AF-FR se inoculé con una colonia
de la bacteria aislada y se incubd 39 °C por 48 h para utilizarlo como in6culo B en el
proceso de conservacion de la misma; se tomé una muestra para la prueba de

fluorescencia y Tincién Gram.
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Para conservar la bacteria ruminal aislada, en un vial serolégico (100 mL) estéril se
vertieron 45 mL de medio AF-FR estéril. El vial se inoculd con 5 mL de in6culo B, se
incubaron por 48 h a 39 °C y se observaron en un microscopio de contraste de fases
para asegurar el aislamiento. El vial serolégico se dejé a temperatura ambiente por 2 h,
se congeldé a -38 °C en un congelador de rodillo Frezeer Labconco Shell por 50 min
hasta alcanzar una temperatura de -38 °C, posteriormente se liofilizo en un equipo
Labconco FreeZone 4.5 L a una temperatura de -45°C y una presion de -0.030 mBar

por 24 h (Figura 6).

1.4.2.1 Uso de carbon activado

Adicionalmente, durante la conservacion de la bacteria aislada, se trabaj6é por separado
un tratamiento con repeticién para liofilizar (con y sin carbén activado), agregando 0.5 g
de carbdén activado justamente después de las 48 h de incubacion a 39 °C. El vial
serolégico se dejo a temperatura ambiente por 2 h, agitando cada 20 min para
homogenizar el carbon; posteriormente, se congeld a -38 °C en un congelador de
rodillo Frezeer Labconco Shell por 50 min hasta alcanzar una temperatura de -38 °C,
por ultimo se liofilizd en un equipo Labconco FreeZone 4.5 L a una temperatura de -

45°C y una presion de -0.030 mBar por 24 h.

1.4.3 Identificacion molecular de la bacteria aislada

1.4.3.1 Rehidratacion de la bacteria aislada

La bacteria aislada se reactivd en medio de cultivo AFA-FR agregando 0.2 g de glucosa
por cada 100 mL de medio de cultivo. El medio de cultivo se virtié en cajas Petri, se
dejaron enfriar y posteriomente se guardaron en jarras de anaerobiosis con un sobre de

Gas Pack para evitar la oxidacion. El sembrado de la bacteria se llevé a cabo en una
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campana de flujo laminar vertical mediante la técnica de estriado con una asa
bacteriolégica. Se incubaron a 39°C por 96 h, posteriormente se guardaron en

refrigeracion a 4°C hasta el momento de hacer la extraccion de DNA.

1.4.3.2 Extraccion de DNA por método de bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB).
La extraccion de DNA se hizo por el método de bromuro de hexadeciltrimetilamonio

(CTAB) citado por Doyle y Doyle (1990).

1.4.3.3 Amplificacion del DNAr 16S
La amplificacién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen 16S
ribosomal se realiz6 usando Primer's universales para bacterias (8F y 1492R

Promega®). Se hizo un mix tal como se muestran los componentes Cuadro 2.

Cuadro 2. Mix de reactivos para la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Componente Unidades pL
Buffer 3.0
Dntps 0.6
Primer F8 0.18
Primer R1492 0.18
Taq polimerasa 0.18
Agua 7.86
DNA 3.0

De acuerdo al protocolo de PCR Promega®
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Las condiciones de amplificacion fueron estandarizadas de acuerdo con las
recomendaciones de los Primer's: 3 min a 95 °C de pre-desnaturalizacion inicial,
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion de 94 °C por 2 min, 1 min a 59°C de
acoplamiento y 1.5 min a 72 °C de elongacién, por ultimo un ciclo mas post-elongacion

de5 mina72°C.

Se prepard un gel de agarosa al 1.5% para verificar la amplificacion de la PCR, con los
siguientes componentes (Cuadro 3), dejandose solidificar a temperatura ambiente por
20 min, se introdujo en la cAmara de electroforesis y se retiraron los peines. Se agrego

buffer de corrida TAE 1X en la camara de electroforesis hasta cubrir el gel de agarosa.

Cuadro 3. Componentes del gel de agarosa al 1.5%.

Componente Unidades por cada 200 mL
Agarosa 304¢g

TAE 1x 200 mL

Red Gel 4 uL

De acuerdo al protocolo de PCR Promega®

Se depositaron 3 pL de marcador molecular, y 3 pL de muestra de DNA mezclado con
1,5 pL de buffer de carga con una micropipeta; posteriormente, se hizo la corrida de la
muestra a 110 V 90 min't, al término se extrajo el gel de la camara de electroforesis, se
limpi6 el exceso de buffer y colocé dentro de un tras-iluminador Infinity-3026

WL/LC/26MX para visualizar el producto de PCR.

1.4.3.4 Analisis de secuencia
La secuenciacion del fragmento amplificado se realizd mediante el equipo

GeneticAnalyzer 3130. Las secuencias generadas se ensamblaron y editaron en el
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programa BioEdit Sequence Alignment Editor V 7.1.3.0 generando una secuencia
consenso. La secuencia de nucledtidos fue comparada con las secuencias del
GenBank del National Center for Biotechnology Information  (NCBI;

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

1.4.4 Disefio y analisis estadistico

La informacion de la concentracion de bacterias totales fue analizada como medidas
repetidas en el tiempo en un disefio completamente al azar usando el procedimiento
Mixed de SAS (2011). Las medias fueron ajustadas por minimos cuadrados Yy

compradas usando la prueba de Tukey ajustada.
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1.5 Resultados y discusion

1.5.1 Caracteristicas de la bacteria ruminal aislada

La bacteria ruminal aislada es caracterizada como una bacteria Gram + (Figura 4) en
forma de coco, encontrdndose sola o formando pares de cocos, en ocaciones se
forman cadenas de hasta 9 cocos, con resultado negativo a la prueba de fluorescencia.
La colonia bacteriana en medio sélido es de superficie lisa y elevacion convexa, de

consistencia suave, color crema y de circunferencia irregular (Figura 5).

Figura 5. Colonia de la bacteria ruminal aislada.
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La concentracion de bacterias acetogénicas aisladas en condiciones in vitro no
sobrepasan una concentracién de 108; tal como lo mencionan Bocazzi y Patterson
(2013) al obtener una concentracion de bacterias en 5x108 UFC mLy 3x108 UFC mL-!
en dos aislamientos respectivamente. Tricia et al. (1998) obtuvieron una concentraciéon
de 4.1x108 bacterias mLl de Acetitomaculum ruminis; y Rodriguez (2009) aislé una
bacteria ruminal acetogénica en medio selectivo a base de formato de sodio a una
concentraciéon de 1.5x108 UFC mLl. Por su parte, la bacteria aislada tiene una
concentraciéon de 6.75 x 108 bacterias mL%, una concentracion similar de otros

aislamientos reportados para el mismo tipo de bacterias.

1.5.2 Conservacion de la bacteria ruminal aislada

La conservacion de la bacteria aislada se hizo mediante el proceso de liofilizacién; este
método es el mas utilizado para conservar bacterias y sobre todo transportar grandes
colecciones de cepas bacterianas (Morales-Garcia et al., 2010). De acuerdo a la
literatura consultada, las cepas bacterianas conservadas en liofilizacion pueden
conservarse de 10 hasta 25 afios (Morales-Garcia et al., 2010; Burguet-Lago et al.,
2012) manteniedo sus caracteristicas originales, sin contaminarse, conservandose
viable y sin modificarse genéticamente (Garcia y Uruburu, 2000), por lo tanto la
bacteria aislada podria mantener viable para realizar pruebas sobre la disminucién de
CHa hasta 2040. Sin embargo, la liofilizacion tiene desventajas. Se ha observado que la
liofilizacion dafia los microorganismos conservados; las células bacterianas pueden
mutar en el proceso de congelacién y perder caracteristicas importantes, por ejemplo la
capacidad de fijar nitrdgeno en Saccharomyces cerevisiae (Stoycheva et al., 2007), en

esta investigacion solo se cuantifico la concentracion de bacterias antes y después de
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liofilizacion y la poblacién bacteriana no disminuyd, por que se contabilizaron casi al
momento, seria conveniente rehidratar el liofiizado en 10 afios y comprobar su
viabilidad. Sanchez (2014) recomiendan usar lioprotectores durante el proceso de
liofilizacion para conservar las caracteristicas de las bacterias, sin embargo hasta ahora
no existe un crioprotector universal, algunos protectores utilizados son: disacéaridos
(Leslie et al., 1995; Palmfeldt et al., 2003; Mufoz-Rojas et al., 2006) polialcoholes,

lactosa, trehalosa (Pehkonen et al., 2008).

1.5.2.1 Carbon activado
El Cuadro 4 muestra el efecto de la adicion del carb6n activado como lioprotector en la

conservacion del consorcio de bacterias celuloliticas durante el proceso de liofilizacion.

Cuadro 4. Concentracion de bacterias a 24, 48y 72 h

de incubacion adicionando carbén activado.

Tratamiento h Estimador 108 EEM

C24 6.58 0.19
C 48 6.75 0.19
Cc72 6.67 0.19
S 24 6.25 0.19
S48 6.42 0.19
S72 6.33 0.19

No se presentaron diferencias significativas (P<0.05). C = Con carb6n
Activado. S = Sin carbén activado. EEM = Error estandar de la media.

De acuerdo al andlisis estadistico, no existio interaccion entre el factor tiempo y la

concentracion de bacterias totales. Por lo tanto, el factor tiempo no afect6 el resultado
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de los tratamientos sobre la concentracion de bacterias totales. Las bacterias totales
mantuvieron su poblacion constante a 24, 48 y 72 h de incubacién, incluso el hecho de
haber repetido el experimento no varid el comportamiento de la poblacién bacteriana
(P=<0.05). Sanchez (2014) reporta que adicionando 0.1 g de carbdn activado a bacterias
celuloliticas, se aumenta la degradabilidad de papel Whatman, y hay un incremento en
la concentraciéon de bacterias en 3.28x108 bacterias mL! respecto al tratamiento sin
carbon, lo que indica que el carbdén activado funciona como lioprotector, sin embargo el
carbdn activado en esta investigaciéon mantuvo constante la concentracion de bacterias.
Malik (1990) describe al carbén activado como el mejor lioprotector para bacterias, sin
aumentar la concentraciéon de microorganismos, tal como sucede con la concentracion
de bacterias en esta investigacion. Ademéas, se ha observado que durante la
reactivacion de bacterias existe una mayor supervivencia de los mismos en cultivos
estables y pueden mantenerse vivos por mas tiempo en comparacion con cultivos sin
carbdn activado. El carbdén activado, tiene propiedades para reducir el medio de cultivo
donde se encuentre, ademas sirve como adsorbente para diversos radicales
perjudiciales como sulfitos, superoxidos y otros radicales libres creados por varios
donantes de electrones en la reaccién con Oz, y regula los cambios bruscos de pH
(Malik, 1990), lo cual es importante porque estas reacciones se presentaron durante el
uso del carb6n activado, recalcando que las bacterias anaerobias ruminales son

sensibles a cambios de pH afectando la poblacion microbiana.
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1.5.3 Identificacién molecular de la bacteria ruminal aislada

1.5.3.1 Concentracion de DNA extraido

La extraccion de DNA por la técnica del bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)
consiste en utilizar buffers y solventes organicos como el fenol y cloroformo, sin
embargo, existen Kits comerciales de extraccion de DNA gendémico total (Lickfeldt et
al., 2002) que facilitan el procedimiento pero no ofrecen resultados confiables. La

extraccion de DNA de la bacteria aislada se presenta en el Cuadro 5:

Cuadro 5. Concentracion de DNA extraido de la bacteria aislada.

Muestras Concentracion ng/ul 260/280 260/230
1 218.9 2.00 2.21
2 490.3 2.03 2.22

Resultados obtenidos del Nanodrop 2000c Thermo USA.

Las concentraciones de DNA obtenidas presentaron pureza y calidad para realizar la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La pureza (calidad) del DNA se determina
por la medida de absorbancia 260/280 y para la absorbancia a 260/230 determina la

presencia de fenoles, carbohidratos y algunos compuestos aromaticos (Page, 2000).

El producto de la extraccion de DNA fue utilizado para la amplificacién del gen ADNr
16S mediante PCR. Derivado de la amplificacién de la PCR y de la secuenciacion del
gen ADNr 16S se obtuvieron 1180 pb. La secuencia obtenida se comparé con las

secuencias guardadas del GenBank (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi). La bacteria

ruminal aislada fue 100% similar a Enterococcus casseliflfavus AJ301826, Y18161

(Figura 6).

52


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTTTTCTTTCACCGG
AGCTTGCTCCACCGAAAGAAAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAA
CACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACACTATTTTCCGCATGGAAGAAAGTTGAAAGGCGCTTTTGCGTCACT
GATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATG
GACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAAC
AAGGATGAGAGTAAAATGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG
GCTCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGA
GGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGC
ACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCA
GTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT
GGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGG

Figura 6. Secuencia de nucledtidos obtenidos de la secuenciacion de la bacteria
ruminal aislada.

Los microorganismos del género Enterococcus son bacterias Gram (+) que habitan en
el interior del tracto gastrointestinal de una variedad de organismos, incluyendo al
hombre y animales de sangre caliente. Los Enterococcus son excretados en sus heces,
de ahi que su presencia en el ambiente indica contaminaciéon de origen fecal y el riesgo
de aparicion de gérmenes patégenos. Enterococcus se encuentran dentro del grupo de
microorganismos indicadores de la inocuidad de los alimentos, su amplia distribucion
pueden encontrarse en estos productos, especialmente en los de origen animal
(Manual® Bergey's of Systematic bacteriology, 2009). Los Enterococcus son células
esféricas u ovoides, de tamafio 0.6-2.0 x 0.6-2.5 um, no formadores de endosporas. Se
presentan en forma de pares o de cadenas cortas, no son motiles, con excepcion de
las especie Enterococcus casseliflavus que es la que se aisld; son anaerobios

facultativos, quimiorganotréfos, con metabolismo fermentativo. Los Enterococcus
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fermentan un amplio rango de carbohidratos con produccién principalmente de L (+)-
acido lactico, pero no de gas, y producen un pH final de 4.2-4.6. Son negativos a la
prueba de catalasa. Crecen usualmente en un caldo de cultivo desde 10 °C hasta 45
°C, aunque el crecimiento 6ptimo es a 37 °C (Manual® Bergey's of Systematic
bacteriology, 2009); de acuerdo a las caracteristicas de Enterococcus antes descritas,

son las que presentd la bacteria aislada durante el proceso de aislamiento.

La especie de la bacteria Enterococcus casseliflavus presenta un crecimiento a pH de
9.6, ademas, las cepas sobreviven al calentamiento a 60 ° C durante 30 min,
presentando resultado negativo a la prueba de Tirosina descarboxilacion; esta
caracteristica de pH difiere de la bacteria aislada porque los medios de cultivo para el
aislamiento tenian un pH cercano a 7. Los acidos hexadecanoico y octadecenoico son
los principales acidos grasos de cadena larga que produce y no son hidroxilados.
Generalmente, la especie se considera movil y pigmentada aunque se han registrado
en clinica humana cepas no moviles y no pigmentadas, y puede ser aislada de
materiales clinicos en humanos y veterinarios, desde alimentos, el medio ambiente, y
puede estar asociado a plantas (Manual® Bergey's of Systematic bacteriology, 2009).
Hasta ahora no existen reportes que la bacteria Enterococcus casseliflavus disminuya
la produccion de CHa. Las caracteristicas segun la especie, no concuerdan del todo
con las que ha presentado la bacteria ruminal aislada, por lo que se recomienda
caracterizar nuevamente la bacteria aislada y repetir la identificaciébn molecular para

asegurar la identificacion molecular.
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1.6Conclusiones
- Se logré aislar una una bacteria ruminal medio de cultivo anaerobio selectivo a
base de formato-fluido ruminal.
- La bacteria aislada present6 una concentracién de 6.75 x 108 bacterias mL-! a 48
h de incubacion a 39 °C.
- La identificacion molecular de la bacteria aislada fue Enterococcus casseliflavus,
la cual no coincide con la bacteria esperada.

- El carbén activado no aument6 la concentracién de bacterias.
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CAPITULO Il. DISMINUCION DE METANO (CHa) IN VITRO EN MEDIOS DE
CULTIVO CON FORMATO DE SODIO (F-FR) Y GLUCOSA CELOBIOSA ALMIDON
(GCA-FR)

Van Reyes Vézquez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015.

2.1 Resumen

Se realizaron medios de cultivo anaerobio a base de formato de sodio (F-FR) y una
combinacion de glucosa, celobiosa y almidon (GCA-FR). Los tratamientos fueron tres
por cada tipo de medio de cultivo con cinco repeticiones: 1) Enterococcus casseliflavus
(sola); 2) Co-cultivo (COC) (combinacion de Enterococcus casseliflavus y fluido ruminal
(FR) en 50% cada uno); 3) fluido ruminal (FR; se extrajo de una vaca Jersey fistulada
en rumen). Los datos se analizaron en un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 2x3. Las medias se compararon por el método de Tukey, utlizando el
procedimiento GLM. La concentracion de CHa4 en los medios con F-FR no disminuyo en
COC (simula el rumen) comparado con el tratamiento en FR (testigo), sin presentar
diferencias significativas (P<0.05). Los medios GCA-FR en COC aumenté la cantidad
de CHs comparado con FR, presentando diferencias estadisticas (P<0.05). La
produccién del acido acético solo aumentd en medios con GCA-FR en 11.89% vy fue
diferente (P<0.05) al resto de tratamientos; este incremento se traduce como energia
de produccion en el rumiante. Se concluye que Enterococcus casseliflavus no

disminuyo la produccién de CHa in vitro.

Palabras clave: Enterococcus casseliflavus, metano, acido grasos volatiles.
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DECREASE METHANE (CH4) IN VITRO IN MEDIUM CULTURE WITH FORMATE (F-
FR) AND GLUCOSE CELLOBIOSE AND STARCH (GCA-FR)

lvan Reyes Vazquez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2015.

2.2 Abstract

Anaerobic culture media were made based sodium formate (F-FR) and a combination of
glucose, cellobiose, and starch (GCA-FR). Treatments were three for each type of
culture medium with five repetitions: 1) Enterococcus casseliflavus (alone); 2) Co-
cultivation (COC) (combination of Enterococcus casseliflavus and ruminal fluid (FR) in
50% each); 3) ruminal fluid (FR, was extracted from a Jersey cow rumen cannulae).
The data were analyzed in a completely randomized design with 2x3 factorial
arrangement. Means were compared by the Tukey method, using the GLM procedure.
The concentration of CH4 in the media with F-FR unabated in COC (simulates the
rumen) compared to treatment in FR (control), without significant differences (P<0.05).
The GCA-FR media COC increased the amount of CH4 compared to FR, presenting
statistical differences (P<0.05). The production of acetic acid only increased by means
GCA-FR 11.89 % and was different (P<0.05) to other treatments; this translates to
increased energy production in the ruminant. It is concluded that Enterococcus

casseliflavus not decreased CHa4 production in vitro.

Keywords: Enterococcus casseliflavus, methane, volatile fatty acid.
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2.3 Introduccién

El metano (CH4) es un gas de efecto invernadero (GEI, Zhou et al., 2011) producido en
los rumiantes por bacterias metanogénicas durante la fermentacién anaerdbica de
carbohidratos presentes en los alimentos y, representa una pérdida de energia de 2 a
12 % (Jhonson y Jhonson, 1995). Las bacterias metanogénicas para formar CHa
utilizan CO2 como aceptor de electrones e H2 como donador de electrones en la
respiracion anaerobia (Bonilla y Lemus, 2012). Las bacterias acetogénicas son
microorganismos anaerobios estrictos capaces de utilizar H2 como fuente de energia y
CO2 para reducirlo y formar acetato; también pueden utilizar sustratos como: productos
de la biodegradacion de polimeros naturales, azlcares, alcoholes y componentes
aromaticos (Ragsdale, 2008). El producto final de la fermentaciéon de bacterias
acetogénicas es el acetato, un acido graso volatil (AGV) que el rumiante utiliza como
fuente de energia y es producido mediante la ruta Wood-Ljungdahl (Henderson et al.,
2010) o del Acetyl-CoA. Los sustratos para formar acetato y CH4 son los mismos, por
tanto se genera competencia entre bacterias acetogénicas y metanogénicas; sin
embargo las bacterias metanogénicas también utilizan como sustrato: formato de sodio,
metilaminas y metanol (Zinder, 1992; Mackie et al., 1992; Wright et al., 2006) para
formar CHa. Nollet et al., (2007) describen la estequiometria de la reaccidon general por
competencia de sustratos: Acetogénesis 4H2 + 2C0O2 — CH3COO- + H*; Metanogénesis
4H2 + CO2 — CHa + 2H20. Pocas bacterias acetogénicas aisladas de el rumen han sido
reportadas que tengan un impacto mayor sobre la disminucién de CHas; si esto se
lograra realizar, la acetogénesis tendria tres beneficios directos sobre el huésped vy el

medio ambiente: 1) una disminucion en la pérdida de energia del alimento, 2) mayor
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produccion de compuestos energéticos (acetato) y, 3) una disminucién en la
contaminacion por CHa al ambiente (Parameswaran et al., 2010). Por otro lado, la
bacteria aislada fue identificada molecularmente como Enterococcus casselifavus (EC),
sin embargo, hasta ahora no existen evidencias de que esta bacteria origine una
disminucion de CH4 y aumento de acetato; por lo tanto, el objetivo del presente estudio
fue evaluar la capacidad de Enterococcus casseliflavus para disminuir la concentracion
de CHs4 en pruebas in vitro, mediante medios de cultivo usando como fuente de
carbono formato de sodio (F-FR) y una combinacion de glucosa, celobiosa y almidén

(GCA-FR).

2.4 Materiales y métodos
Esta investigacion se realizd en el laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética
Microbiana perteneciente al Programa de Ganaderia del Colegio de Postgraduados

Campus Montecillo, Municipio de Texcoco, Estado de México.

2.4.1 Elaboracion de medios de cultivo

Medios de cultivo anaerobios fueron obtenidos utilizando como sustrato formato de
sodio (F-FR) y una combinacion de glucosa, celobiosa y almidén (GCA-FR); se
prepararon de acuerdo con la técnica que describe Hungate (1966) modificada por
Bryant (1972) y recomendada por Cobos y Yocoyama (1995). Los medios de cultivo
(Cuadro 6) se hicieron con flujo constante de CO2 para conservar anaerobiosis, y se
incubaron por 48 h a 39 °C (incubadora Felisa FE-133A) para comprobar esterilidad. El
proceso de esterilizacion de los medios de cultivo fue por 15 min en una autoclave

Tuttnauer 2540F a 121 °C y 15 PSI.
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Cuadro 6. Composicion de los medios de cultivo anaerobios, para

bacterias acetogénicas.

Componente (100 mL) F-FR GCA-FR

Agua destilada (mL) 52.6 52.6
Liquido ruminal clarificado?® (mL) 30.0 30.0
Solucién mineral ? (mL) 5.0 5.0
Solucién mineral IB (mL) 5.0 5.0
Resazurina 0.1%* (mL) 0.1 0.1
Extracto de levadura () 0.1 0.1
Peptona de Soya (Q) 0.2 0.2
Cisteina-sulfido® (mL) 2.0 2.0
Carbonato de sodio, sol. al 8%° (mL) 5.0 5.0
Formato de sodio (g) 1.0 -

Glucosa - 0.06
Celobiosa -- 0.06
Almidon -- 0.06

1 El liguido ruminal fresco, se filtr6 con manta de cielo, centrifugado a 23,000 xg
(unidades de gravedad relativa) por 15 miny esterilizada a 12°C por 15 min a 15 PSI.

2 Contiene (1000 mL) K2HPO4, 6 g.

3 Contiene (1000 mL) KH2POs4, 6 ¢; (NH4)2S04, 6 g; NaCl, 12 g; MgS0O4, 2.45 g; CaCl-
2H20, 1.6g.

4 Contiene 0.1 mL de solucion (1%) en agua destilada, se aforé a 100 mL.

5 Contiene 2.5 g de L-cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH), mas 2.5 g de Na2S-
9H20; se afor6 a 100 mL con agua destilada.

6 Contiene 8 g de Na2COs por cada 100 mL de agua destilada.

2.4.2 Rehidratacion de la bacteria liofilizada
Enterococcus casseliflavus (EC) se rehidratd colocando aproximadamente 0.05 g de
liofilizado en un tubo de cultivo con medio F-FR, se incubd a 39 °C por 72 h. A las 24,

48 y 72 h se obtuvo la concentracion de bacterias por medio de una camara Petroff-
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Hausser (area de 0.0025 mm? y profundidad de 0.02 mm) y un microscopio de

contraste de fases.

La concentracion de bacterias se determind con la formula:

[B] = (X) (FD) (2x10)

Donde:

[B] = Concentracion de bacterias por mL.

X = Promedio del conteo de bacterias.

FD = Factor de dilucién de la muestra.

2x107 = Constante de caAmara Petroff-Hausser.

2.4.3 Produccion de gas in vitro

En viales serologicos de 100 mL estériles se adicionaron 72 mL de medio de cultivo
anaerobio F-FR y GCA-FR estéril. Los viales serolégicos se utilizaron como
biodigestores, los cuales se colocaron en bafio Maria a 39 °C (Termo Scientific 2862).
Se utilizo el sistema de produccion de gas descrito por Cobos y Yocoyama (1995) con
trampa solucion salina; que consistio en preparar una solucién salina saturada con 380
g de NaCl L de agua destilada, se ajust6 el pH a 2 y se agregaron 5 mL de naranja de
metilo al 0.1% como indicador de acidez. La solucion-salina se depositd en viales
serologicos de 50 mL llenos (sin dejar espacio) y fueron sellados con tapones de hule y
casquillos de aluminio. Los biodigestores y viales trampa se conectaron con mangueras
de Tygon® (2.38 mm @ interno y 40 cm de longitud) con agujas hipodérmicas en los
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extremos. El vial trampa solucion-salina se le insertd una aguja hipodérmica como
valvula de salida; y se coloc6 de manera inversa en una probeta de 50 mL modificada
gue sirvio como colector de la solucion salina saturada desplazada por el gas producido
durante la incubacién a determinado tiempo. Se midi6 el desplazamiento del gas en los

viales trampa solucion-salina a las 24, 48y 72 h de incubacion.

El CHs y CO2 se tomo directamente del biodigestor (espacio de cabeza) cuando no
hubo desplazamiento de la solucién salina. La concentracion se determiné en un
cromatdégrafo de gases Claurus 500 Perkin Elmer y una columna PE 6x1/8 ODSS:
Porapak 080/100. Las condiciones del cromatografo fueron: temperatura de la trampa
en el horno de inicio 28°C minl, rampa 2.5°C min?!, temperatura final 35°C;
temperatura del inyector TCD 130°C; volumen de inyeccién 0.3 mL de forma manual;
flujo de gas acarreador (Helio) 23.5 mL min! y tiempo de retencién de CH4 0.73 min +

0.05 y CO2 1.05 min = 0.05.

Para medir la produccion de AGV se adicionaron 0.25 mL de acido metafosférico al
25% en viales Ependorff de 2 mL y se extrajo 1 mL de medio de cultivo de los
biodigestores inoculados a 72 horas de incubacion, se guardaron bajo refrigeracion (4
°C). Las muestras se centrifugaron a 18, 800 x g 10 min? (llettich EBA21) y el
sobrenadante se depositd en viales para cromatografia (Perkin Elmer) de 1.5 mL. La
determinacion de AGV fue de acuerdo con la técnica que describen Erwin et al., (1961),
y se usO un cromatégrafo de gases Perkin Elmer, Modelo Claurus 500 con columna
capilar Elite FFAP. El gas acarreador fue hidrégeno con flujo 5.5 ml por minuto. Se
inyectd 1 ul de muestra en modo automatico, con temperatura de inyector y detector de

250 °C por minuto hasta una temperatura final de 140 °C. Se obtuvieron tres picos en
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un tiempo de retencion de 1.30, 1.60 y 2.15 min para acético, propionico y butirico

respectivamente, con un tiempo total de cada corrida de 5.05 minutos.

2.4.4 Concentracion de bacterias totales

La concentracion de bacterias totales se determind obteniendo 1 mL de medio de los
biodigestores y se depositdé en un tubo de cultivo 13x100 junto con 0.25 mL de
formaldehido al 10%, se guardaron bajo refrigeracion (4 °C) hasta realizar el conteo. La
cuantificacion de bacterias totales se hizo a 72 h de incubacion con una camara Petroff-

Hauser, tal como se describié anteriormente.

El pH se midié directamente con un potenciometro Orién modelo 720A+, calibrado a pH
4.0 y 7.0. El potencial de 6xido-reduccion se determind con un potenciometro Oridn

modelo 710A; ambas mediciones se realizaron al mismo tiempo del muestreo.

2.4.5 Nitrégeno amoniacal (NH3)

En los medios con F-FR se midi6 la produccién de NH3 para explicar el aumento de pH
en los tratamientos en COC y FR. Se tomaron muestras para AGV a 0, 24, 48 y 72
horas de incubacion. El NH3 se cuantificO con la técnica descrita por McCullough
(1967). Las muestras se centrifugaron a 18, 800 x g 10 min? (llettich EBA21), del
sobrenadante se colectaron 20 pL y se depositaron en tubos de ensaye (10 mL)
adicionando 1 mL de fenol y 1 mL de hipoclorito de sodio. Las muestras se incubaron
30 min en bafio maria a 37 °C y se adicionaron 5 mL de agua destilada para su
dilucién, se agitaron en un Vortex (Genie2 VWR Scientific Products). La lectura de
absorbancia se midié en un espectrofotometro Perkin Elmer® a una longitud de onda de

630 nm.
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2.4.6 Tratamientos

Los tratamientos fueron: 1) Enterococcus casseliflavus (EC; sola); 2) Co-cultivo (COC);
3) fluido ruminal (FR); para medios de F-FR y GCA-FR con cinco repeticiones. El
in6culo fue LRF que se extrajo de una vaca Jersey fistulada en rumen, se centrifugd a
1,157 x g 3 min! (centrifuga Eppendorf 5810-R) y se mantuvo a 39 °C, se preparé bajo
flujo constante de CO2 en una campana de flujo laminar vertical Labconco Class Il Type
A2. La concentracion de bacterias se calcul6 con camara Petroff-Hauser y se igual6 la
concentracién de bacterias a 108 bacterias mL™1. Las diluciénes del FR se hicieron en
medio de cultivo de acuerdo a cada tratamiento. Los biodigestores fueron inoculados

con 8 mL de LRFy el COC fue la combinacion de ambos inéculos en 50% cada uno.

2.4.7 Disefio y andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de las variables iniciales de CHs, CO2, AGV, acetato,
propionato, butirato, potencial de oxido-reduccién, pH y concentracion de bacterias
totales se utilizd un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x3 (dos medios
de cultivo x tres tratamientos) con cinco repeticiones por tratamiento. Las medias se
compararon por el método de Tukey, utilizando el procedimiento GLM de SAS (2011).
Las variables NHs y pH se analizaron bajo una prueba de regresién simple tomando
como variable dependiente la produccién de pH (Y) y variable independiente NHz (X)

de SAS (2011).
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2.5 Resultados y discusién

2.5.1 Variables de produccion de gas in vitro

La prueba de produccion de gas in vitro (Figura 7) se terminé a 72 horas de incubacién
a 39 °C; no existio produccion de gas en los medios inoculados con Enterococcus
casseliflavus (EC) sola, tal como lo reporta Rodriguez (2009) utilizando como sustrato
una dieta integral para ovinos inoculados con una bacteria ruminal acetogénica (BRA)
pura; solo existio desplazamiento de las trampas solucidn salina en tratamientos con
GCA-FR inoculados en COC y FR. Al no existir produccién de gas indica una baja
digestibilidad in vitro de los sustratos utilizados. Existen diversos factores que influyen
sobre la produccién de biogas y de CHa4 en particular, como el tipo de sustrato,
presencia de antibidticos, concentracion de AGV, concentracion de amoniaco (NH3),
relacion carbono:nitrégeno (C:N), temperatura, pH, potencial de oxido-reduccion,
concentracion de sélidos totales y la misma poblacion bacteriana (Shi et al., 2011;

Dominguez, 2014).

Figura 7. Sistema de produccion de gas in vitro.
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Los medios de cultivo tenian como sustrato formato de sodio (F-FR) y una combinacion
de glucosa, celobiosa y almidon (GCA-FR). El tratamiento inoculado con la bacteria
aislada sola, tuvo una interaccion bacteriana minima en comparaciéon con los
tratamientos inoculados en COC y FR siendo mayor la cinética de fermentacién y los
sustratos fueron utilizados para el metabolismo de las bacterias, ademas la produccién
de gas es una manera indirecta de medir la degradacién de los sustratos, pricipalmente
los carbohidratos (Lara et al., 2009) tal como sucede con el tratamiento con medios de
cultivo GCA-FR que es donde se produce una mayor fermentacion y degradacion de

sustratos por el tipo de bacterias inoculadas.

2.5.1.1 Metano (CHa)

De acuerdo con el andlisis estadistico, existe interaccion significativa (P<0.05) entre
tratamiento e indculo, por lo tanto, la produccion de CHa esté influenciada por el tipo de
medio de cultivo y el tipo de indculo. Los medios de cultivo F-FR y GCA-FR inoculados
con la EC sola no presentaron concentraciéon de CH4 comparando los medios en COC
y FR. El porcentaje de CHa4 producido fue 0.0 % para medios con F-FR y GCA-FR
(Cuadro 7), esto asegura que EC aislada es una bacteria que no produce CHa. El
tratamiento en F-FR COC semeja a las condiciones de un rumen, como Si un rumiante
fuese inoculado con bacterias ruminales en forma de prebidtico logrando disminuir la
concentracion de CHs4 en un 6.89%, aunque estadisticamente (P<0.05) no se
presentaron diferencias significativas. Cabe mencionar, que en estas condiciones se
realiza la competencia de la acetogénesis vs metanogénesis por los sustratos de los

medios de cultivo.
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Cuadro 7. Porcentaje (%) de CH4en medio F-FR y GCA-FR.

Tratamientos " %CHs % CO»  REDOXx Dacteras
noéculo 10
EC 0.002 100.002 -180.182 0.55d
F-FR coC 52.15P 47.84b -360.88P 4.002
FR 56.01° 43.99b -366.50P 2.00P
EC 0.002 100.002 -132.94¢ 0.58d
GCA-FR coC 17.49¢ 82.51¢ -282.82d 1.25¢
FR 10.824 89.18¢ -288.404 1.00¢
EEM - 0.22 0.22 7.40 0.02
Valor P
Tratamiento <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
In6culo <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Tratamiento*In6culo <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

abcd Medias con literales diferentes difieren estadisticamente (P<0.05). pH inicial del medio de
cultivo 7.17. F-FR = Medios con formato de sodio. GCA-FR = Medios con glucosa, celobiosa y
almidén. EC = Enterococcus casseliflavus. COC = Cocultivo (bacterias acetogénicas + liquido
ruminal. FR= Fluido ruminal. EEM = Error estdndar de la media. REDOX = Potencial de o6xido-

reduccion.

Los medios con GCA-FR presentaron una mayor produccion de CHa4 en el tratamiento
en COC, existiendo diferencias (P<0.05) contra FR. La produccién de CH4 en GCA-
COC aumento, esto indica una interaccion de EC con las bacterias ruminales, lo cual
confirma que las bacterias metanogénicas son mas eficientes que las acetogénicas, y
se forma mas CHs4 y menos acetato (Bocazzi y Patterson, 2013). Breznak y Kane
(1990) mencionan que existen factores que influyen en la competitividad entre
acetdégenos y metanogenos: la metanogénesis tiene un rendimiento energético mayor
gue la acetogénesis (Breznak y Blum, 1991); los metandégenos tienen una mayor
afinidad por H2 que los acetdégenos (Bocazzi y Patterson, 2013), y el H2 producido es
utilizado rapidamente para formar CHa, tal como sucede en los medios donde se inoculo
bacterias en COC y FR, que es donde se produjo mayor cantidad de CHa4. A nivel de

rumen, la concentracion de bacterias metanogénicas es mayor, este factor influye de
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manera directa sobre la produccion de CHa4 porque el liquido ruminal se utilizé fresco tal
como se obtuvo de la vaca fistulada. Otras investigaciones buscan aumentar la
poblacidn de bacterias acetogénicas (Martin et al., 2009) para contrarrestar la poblacion
de bacterias metanogénicas, sin embargo se sabe que para maximizar la actividad
acetogénica, esta depende del tipo de sustrato que exista en el rumen (McAllister et al.,

1996).

El porcentaje sobre la disminucion de CHa por bacterias acetogénicas fue minimo y no
ha tenido un impacto importante. Lopez et al. (1999), solo disminuyeron 5% la
produccion de CHa4 con la bacteria Eubacterium limosum ATCC 8486 a 24 h de
incubacion utilizando como sustrato una dieta integral, este porcentaje sobre la
disminucion de CH4 es similar a lo obtenido por la bacteria E. casseliflavus en esta
investigacion. Por su parte Nollet et al. (1997) no disminuyeron la produccién de CHa4 in
vitro con Ruminococcus productus en incubacion en cultivo mixto con bacterias
ruminales, tal como sucede en esta investigacion. Joblin (1999), recomienda inhibir la
metanogénesis en rumen, para que las bacterias acetogénicas puedan aprovechar el
H2 existente. Por lo tanto, como el CH4 es un producto final de la degradacion del
alimento en rumen, las estrategias viables para reducir sus emisiones implican, alterar
los patrones de fermentacion, reduciendo la produccion de H2 y formato de sodio,
principales precursores para la metanogénesis en el rumen (Ramirez et al., 2014).
Rodriguez (2009) logré ailsar una bacteria ruminal acetogénica eficiente que se
identific6 como Clostridium paraputrificum la cual disminuia en 66% la produccién de
CHas en cocultivo con bacterias ruminales utilizando como sustrato una dieta integral

para ovinos, el impacto que presenta sobre la disminucion de CH* es alto en
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comparaciéon con E. casseliflavus, sin embargo con esta bacteria solo se realizd un

experimento y se dio por perdida.

2.5.1.2 Acidos grasos volatiles (AGV)

La produccion total de AGV es menor en los tratamientos F-FR EC y GCA-FR EC
debido a que solo se inoculd con EC aislada, por tanto la produccion total de acidos
organicos es menor (P<0.05) que en tratamientos mixtos inoculados en COC y FR para
ambos tipos de medio (Cuadro 8). Segun el andlisis estadistico existe una interaccion
significativa (P<0.05) entre tratamiento e indculo, por lo tanto, la produccion de AGV
esta influenciada por el tipo de medio de cultivo y el tipo de inéculo. También se ha
relacionado la produccion de AGV con CHs4, y debe mantenerse un balance
fermentativo en todo momento, debido a que el CH4 y el propionato funcionan como
captadores del exceso de equivalentes reductores que se producen a nivel ruminal

(Rodriguez y Llamas, 1990).

El acetato es el AGV de mayor interés. El acetato total producido por EC aislada fue
79.39 y 81.38 mMol en medios con F-FR EC y GCA-FR EC respectivamente,
existiendo diferencias estadisticas (P<0.05) entre ambos tratamientos; la produccion de
acetato en los medios con F-FR es menor comparado con GCA-FR, por lo que los
medios de cultivo con GCA-FR produciran mayor cantidad de energia para un rumiante.
Dentro del tratamiento F-FR el tratamiento de EC es menor y diferente

estadisticamente (P<0.05) del resto de los tratamientos.
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Cuadro 8. Cantidad (mMol) de AGV, pH en medios de cultivo con F-FR y GCA-FR.

Tratamientos In6culo AGV total Acetato  Propionato  Butirato oH
(mMol) (mMol) (mMol) (mMol)
EC 22.802 79.472 12.532 8.0020 7.462
F-FR COoC 68.08P 85.64° 8.39P 5.97¢ 9.09°
FR 67.66° 84.95b 9.28¢ 5.78¢ 9.04b
EC 27.082 81.38¢ 11.179 7.45P 7.222
GCA-FR COoC 43.11°¢ 71.709 19.69¢ 8.612 7.242
FR 48.684 66.08¢ 25.96' 7.962b 7.172
EEM -- 0.36 0.17 0.09 0.07 0.01
Valor P
Tratamiento <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
In6culo <0.001 <0.001 <0.001 0.0023 <0.001
Tratamiento*Inéculo <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

abcdel Medias con literales diferentes difieren estadisticamente (P<0.05). pH inicial del medio de cultivo
7.17. F-FR = Medios con formato de sodio. GCA-FR = Medios con glucosa, celobiosa y almidén. EC =
Enterococcus caseliflavus; COC = Cocultivo (bacterias acetogénicas + liquido ruminal; FR = Fluido
ruminal. AGV = Acido graso wlatil. pH = Potencial de Hidrégeno. EEM = Error estandar de la media. *mM

por 100 mL producidos.

Los medios de cultivo GCA-FR presentan diferencias estadisticas en los tres
tratamientos (P<0.05) en la cantidad de acetato producido, siendo mayor el inoculado
con EC seguido del COC y el que presenta menor produccion el FR. Bocazzi y
Patterson (2013) a 72 horas de incubacién en medio selectivo con 0.35 g de alfalfa
como sustrato, obtuvieron 39 mMol de acetato con la bacteria Acetobacterium woodii,
lo que indica que EC aislada produce mayor cantidad de este AGV. Pinder y Patterson
(2012) obtuvieron entre 60 y 70 mMol de acetato en medios enriquecidos con 5.5 mMol
de glucosa como sustrato a 90 horas de incubacion a 37°C. La glucosa no aumenta la
concentracion de bacterias acetogénicas, aunque sirve como fuente de energia para su
metabolismo (Pinder y Patterson, 2012). Miramontes et al. (2011) determinaron la
produccién de acetato utilizando como sustrato maiz, sorgo y alfalfa (100 mg de cada
uno) en medios anaerobios inoculados con Ruminococcus schinkii en cultivo mixto con
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hongos ruminales a 39 °C por 72 h obteniendo 56.8, 58.2 y 54.3 mMol

respectivamente, valores similares a los obtenidos en esta investigacion por EC.

Los AGV se producen por la fermentacion de la materia organica, predominando
aceético, propiénico y butirico; y pequefias cantidades de isobutirico, valérico, entre
otros (Dijkstra, 1994); por tanto la proporcion relativa de produccién de AGV estan
influenciada por la composicion y disponibilidad del sustrato, por la tasa de
despolimerizacién y por las especies de bacterias presentes. Por ello dependiendo del

tipo de sustrato utilizado sera la proporcion relativa de AGV.

El formato de sodio es un sustrato de rapida fermentacion que es utilizado en la ruta de
acetogénesis dando como producto final acetato (LeVan et al., 1998) y también puede
ser utilizado en la ruta de la metanogénesis para formar CHa. El formato de sodio
adicionado a bacterias ruminales lo convierten rapidamente en H2 y CO2 (Hungate et
al., 1970). El acetato y CH4 se forman principalmente por H2 y COz2, aunque el primero
también utiliza sustratos como: glucosa, celobiosa, fructosa, maltosa, manosa,
arabinosa, ramnosa. Acetitomaculum ruminis produce acetato por dos vias utilizando
diferentes sustratos; por la via heterotréfica utiliza glucosa y acido ferdlico, mientras
gque por la via autotréfica utiliza formato, monéxido de carbono (CO), H2 y CO2 (Leedle

et al., 1988; Tricia et al., 1998).

El propionato en los medios con F-FR EC disminuy6 y es diferente estadisticamente
(P<0.05) respecto a COC y FR; al considerar los medios con GCA-FR EC el propionato
fue menor comparado con F-FR EC. Los medios con GCA-FR presentaron diferencias

estadisticas (P<0.05) comparado con COC y FR. Una mayor produccion de propionato
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en el rumen se traduce en una mayor eficiencia energética y reduccién en la pérdida de
calor metabdlico, disminucién de aminoacidos (AA) para gluconeogénesis e incremento
en la sintesis de proteina corporal (Arcos-Garcia et al., 2007) tal como sucede con los
medios de cultivo GCA-FR, por lo tanto este tratamiento aumentaria la eficiencia del

rumiante.

El butirato en los medios con F-FR EC es menor comparado con los medios con GCA-
FR. El butirato dentro del mismo tratamiento es diferente (P<0.05) de COC y FR. Los
medios GCA-FR EC el propionato fue mayor, siendo diferente estadisticamente
(P<0.05) de COC y FR, aunque COC y FR no presentan diferencias estadisticas
(P<0.05). Durante la absorcibn de AGV a través de pared ruminal, el butirato se
absorbe a mayor velocidad que propionato, siendo el acetato el de mas lento transporte
sin sufrir cambios aparentes; mientras que el propionato se transforma en lactato y el

butirato en cuerpos cetonicos (Arcos-Garcia et al., 2007).

2.5.1.3 Potencial de 6xido-reducciéon (REDOX)

En cuanto al potencial redox, existe interaccion significativa (P<0.05) entre tratamiento
e inoculo, por lo tanto, esta variable esta influenciada por el tipo de medio de cultivo y el
tipo de indculo. El redox es un indicador de la anaerobiosis (reduccién del medio)
siendo diferentes (P<0.05) en los tratamientos con EC comparadas en COC y FR. El
potencial redox mayor se present6 en los tratamientos en COC y FR, debido a la mayor
interaccion de bacterias totales ruminales. Un potencial redox positivo y de alta
magnitud es indicativo de un ambiente que favorece las reacciones de oxidacién, y uno
negativo y de baja magnitud es de un ambiente reductor, es por eso que el potencial

redox afecta la actividad metabdlica de los microorganismos. El potencial redox
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negativo es el responsable de que los hidratos de carbono solo se descompongan
hasta AGV y no hasta CO2 y agua, de manera que la energia de los AGV queda
disponible para el rumiante (Contreras y Noro, 2010). La digestion anaerobia es un
proceso que requiere condiciones libres de oxigeno de manera estricta y va depender
de la actividad coordinada de un grupo de microorganismos para transformar los
sustratos en CHa y COz2 principalmente (Appels et al.,, 2008). Los microorganismos
anaerobios degradan los sustratos en donde se encuentran cuando el potencial redox
del ambiente esta entre -200 y -400 mV con la minima cantidad de oxigeno, de lo
contrario el potencial redox afecta la actividad anaerobia incluyendo la hidrdlisis,

acetogénesis y metanogénesis (Gerardi, 2003; Dominguez, 2014).

2.5.1.4 Potencial de hidrogeno (pH)

El pH esta influenciado por el tratamiento e inéculo, presentando una interaccion
significativa (P<0.05). El pH se basifico en los tratamientos F-FR COC y F-FR FR con
valores de 9.09 y 9.04 respectivamente, siendo diferente estadisticamente (P<0.05) del
resto de tratamientos, los cuales se mantuvieron en un rango Optimo de crecimiento
para bacterias acetogénicas en condiciones normales de animales sanos (6.8-7.2)
(Rieu-Lesme et al., 1998; Tricia et al., 1998); por ejemplo Acetitomaculum ruminis y
Eubacterium limosum se desarrollan en ese rango de pH. El pH en los medios con F-
FR desde un inicio el promedio era de 7.26, lo que origind que el pH tendiera a
basificarse. No se encontraron reportes que el pH sea alcalino en medios con formato

de sodio, es por eso que se determing la cantidad de amoniaco (NH3).

En los rumiantes el pH se mantiene entre 5.5y 7, dependiendo del tipo de alimentacion

y de la capacidad amortiguadora de carbonatos y fosfatos que existen en la saliva
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(Yokoyama y Johnson, 1988); en el rumen cuando el pH aumenta (> a 7), la tasa de
absorcién de AGV disminuye como resultado del incremento en el flujo de salida de
liqguido ruminal hacia el omaso y no por las modificaciones de la capacidad de
absorcion (Bergman, 1990). Se ha observado que esta variacion es baja para un pH
superior a 7.0 porque la mayoria de los AGV se encuentran en forma disociada
(Doreau et al., 1997), por lo tanto la absorcion es menor al 75% del total de AGV
producidos (Bergman, 1990). La estabilizacion del pH depende en su mayoria de la
capacidad de absorcién de la mucosa del rumen para AGV, sin embargo, en un
sistema in vitro (cerrado) el pH tiende a bajar debido a la concentracion de acidos
organicos acumulados, tal como ocurre en el tratamiento GCA-FR FR. El pH cambia de
acuerdo al tipo de fermentacién que se lleve a cabo; por ejemplo, en sustratos con alto
contenido de carbohidratos estructurales se incrementa la produccion de hidrégeno que
hace que el pH disminuya, lo mismo sucede si existen sustratos con alto contenido de
carbohidratos solubles (Poulsen et al.,, 2012). En contraparte, se ha observado en
experimentos in vitro al tener un pH menor a 6.0 disminuye la produccién de CH4 y NH3
(Lana et al., 1998), situacidon que no se presentd en esta investigacién debido a que el
pH de los medios de cultivo es mayor, el cual oscila en un rango normal (6.8-7.2) para

el crecimiento de microorganismos.

2.5.1.5 Concentracion de bacterias totales

La concentracion de bacterias totales estd determinada por la interaccion significativa
(P<0.05) entre tratamiento e in6culo. La concentracion de EC mantuvo su
concentracién en (108) en ambos tratamientos no presentando diferencias estadisticas

(P<0.05). Sin embargo, en los tratamientos en COC y FR para ambos tipos de medio

77



de cultivo a 72 h de incubacién a 39 °C tuvieron una concentracién de 10° siendo
diferentes estadisticamente (P<0.05) en ambos tratamientos. La mayor concentracion
bacteriana se present6 a las 48 h de incubacion a 39 °C. Estos resultados indican que
la interaccion de EC y el consorcio de bacterias ruminales no afectan negativamente la
concentracion total de bacterias, tal como lo reporta Rodriguez (2009). El objetivo de
inocular bacterias de interés es para aumentar la poblacién de las mismas y se tenga
un efecto benéfico; en este caso el objetivo es buscar una bacteria ruminal acetogénica
eficiente y al ser inoculada en cocultivo con bacterias ruminales aumente su poblacion,
para que al competir con las bacterias metanogénicas por los sustratos disminuyan la
producciéon de CHa4 como GEI; sin embargo existe un mecanismo de comunicacion
entre bacterias dado por sefiales moleculares, denominado “quorum sensing” (QS). El
sistema QS sirve para controlar la expresion de genes dependiendo de la densidad
celular, y la informacién se utiliza para regular la expresién génica, que permite
determinar el tamafio de la poblacion bacteriana (Moghaddam et al., 2014; Davis et al.,
2015), es por eso que es dificil modificar el ambiente natural de la concentracion de
bacterias de sistemas vivos como el rumen. Es decir, las mismas poblaciones se
autoregulan para no modificar su ambiente y objetivo de produccion. Por lo tanto, esto

explica porque no se obtuvo una significativa disminucion de CHa.

2.5.2 Medicion de amoniaco (NHs) en medios con formato de sodio

La concentracion de NHz aumenta a medida que transcurre el tiempo de incubacion en
los medios con F-FR (Cuadro 9). En la hora inicial (O h) la concentracion de NH3 es
similar, sin embargo, a partir de las 48 h de incubacion el NHz aumenta en los

tratamientos en COC y FR. De acuerdo al analisis de regresion se observa que el pH
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(Y) varia directamente con la concentracion del NHs (X) (P<0.05), por lo tanto los
coeficientes de la ecuacion de prediccion pueden obtenerse ajustando un modelo que
considere solo una variable, aunque solo explica el 57% (coeficiente de determinacién)
de la variabilidad del pH, de tal manera que a mayor concentracion de NHs el pH
aumenta, afectando las condiciones de fermentacion, y el 43% restante (1-R2) no tiene
explicacién, pudiendo deberse a la variacidon aleatoria de los datos o que el modelo

requiere de mas variables para explicar la variacion.

A la hora inicial (0 h) después de inocular, la concentracion de NHz no difieren
estadisticamente (P<0.05). El pH comienza a alcalinizarse a partir de las 48 h de
incubacién en los medios con F- FR en COC y LR presentando diferencias (P<0.05)
marcadas para ambos tratamientos. A las 72 h los medios en COC y LR la

alcalinizaciéon es mayor.

La concentracion éptima de NH3 en rumen, es aquella que resulta de la maxima tasa
de fermentacion o la maxima tasa de produccion de proteina microbiana por unidad de
sustrato fermentado (Mehrez et al., 1977), en estudios realizados in vitro, se encontrd
gue la concentracién de NHs requerida para la maxima sintesis de proteina de origen
microbiana por unidad de sustrato fermentado, es de 5 a 6 mg/dL en rumen, y en
estudios in vivo se presentd una variacion de 8.8 a 28.9 mg/dL de NHsz en el liquido

ruminal.

La concentracion de nitrégeno amoniacal ruminal puede variar de 0.8 a 56.1 mg/dL de
fluido ruminal, incrementandose con el porcentaje de proteina degradable. Con estos

resultados se concluye que el NH3s que se produjo en los medios con F-FR in vitro es
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alta en comparacion con los valores anteriormente mencionados debido a la cantidad
de proteina microbiana, por ello es que el pH aumenté considerablemente siendo

significativo (P<0.05) y correlacionandose directamente.

Cuadro 9. Medicién de NH3z en medios con F-FR a 0, 24, 48 y 72 horas.

Tiempo h Tratamiento Amoniaco mg/dL pH
F-FR EC 9.69 7.33
0 F-FR COC 9.80 7.30
F-FR FR 9.48 7.24
F-FR EC 10.81 7.21
24 F-FR COC 24.57 7.29
F-FR FR 26.33 7.22
F-FR EC 11.29 7.19
48 F-FR COC 31.87 8.03
F-FR FR 31.39 8.07
F-FR EC 1091 7.33
72 F-FR COC 41.51 8.77
F-FR FR 32.70 8.87
Blanco -- 7.26

EC = Enterococcus casseliflavus; COC = Cocultivo (bacterias acetogénicas + liquido

ruminal; FR = Fluido ruminal.

El NH3 es un producto metabdlico del rumen resultado de la degradacion microbiana de
compuestos nitrogenados como proteinas, péptidos, aminoacidos y acidos nucleicos
(Duinkerken et al., 2005; Abdoun et al., 2006). Si los niveles de proteina degradable en
el rumen son altos se absorben a través de la pared ruminal y son convertidos en urea
por el higado (Hof et al., 1997; Duinkerken et al., 2005). Un sistema de fermentacion in

vitro (cerrado), no permite simular la absorcion a través de las paredes del rumen por lo
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tanto se acumula. La acumulacion de NHs incrementa los valores de pH (Yang et al.,
2014) en el rumen (afectando la absorcién de Na y Cl en rumen; Abdoun et al., 2006) y
en sistemas de fermentacién in vitro debido a la nitrificacion (transformacion del
nitrogeno a nitratos (NOs3"; Kponblekau-A y Killorn, 1996). La nitrificacion en el rumen
produce problemas metabdlicos como toxicidad. Microbiolégicamente existen bacterias
en el rumen que generan NHs, como el caso de Bacteroides ruminicola, Selenomonas
ruminatum, y Megasphaera elsdenii y otras que aun no han sido identificadas (Steven,
1998), por lo tanto este gas también se produce de manera natural en el rumen gracias
al metabolismo de algunas especies bacterianas; incluso los protozoarios también
proveen de NHsz para la fermentacion, pero su efecto es minimo; aunque se ha
observado que la funcion del NHs en el control del pH ruminal dependia
fundamentalmente de la liberacion de iones carbonato en el proceso de desaminacion

(Sauvant etal., 1999).

2.6 Conclusiones
- Se comprobd que la bacteria Enterococcus casseliflavus sola y en cultivo puro no

produce metano.

- Se logré disminuir la produccion de CHa4 en porcentaje, sin presentar diferencias

significativas.

- Se observé un aumento de 11.89 % de acetato en medios de cultivo con glucosa,

celobiosa y almidon-fluido ruminal, no asi en medios de cultivo con formato de sodio.

- Se recomienda evaluar si Enterococcus casseliflavus puede utilizarse como prebidtico

e incluirse en la dieta de los rumiantes (in vivo).
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CAPITULO Ill. COMPARACION DE DOS BACTERIAS AISLADAS SOBRE LA
PRODUCCION DE METANO EN COCULTIVOS CON BACTERIAS RUMINALES

lvan Reyes Vazquez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015.

3.1 Resumen

El objetivo de esta investigacion fue aislar una bacteria ruminal en un medio de cultivo
a base de acetato-formato fluido ruminal (AF-FR) y comparar su eficiencia vs
Enterococcus caseliflavus (EC) para disminuir la produccion de CHa in vitro. Se aislé
una segunda bacteria ruminal Gram (+) en forma de coco, a una concentracion de
3.4x107 bacterias mL1. Se utilizaron tres tipos de medios de cultivo anaerobio a base
de F-FR, GCA-FR y con pasto bermuda (Cynodon dactylon; B-FR) como sustrato. Los
tratamientos fueron tres por cada medio de cultivo: 1) sola; 2) Co-cultivo (COC); y 3)
fluido ruminal (FR). Los datos se analizaron en un disefio completamente al azar con
un arreglo factorial de tratamientos 2x3x3, y las medias se compararon con la prueba
de Tukey. Solo se presentd interaccion medio-inéculo, logrando disminuir el CH4 en
35.51% en medios con F-FR en COC, siendo diferente estadisticamente (P<0.05) de
indculo con la bateria sola y FR. En los medios con GCA-FR no disminuyo la cantidad
de CHas, mientras que los medios con B-FR se disminuy6 solo el 9.02%. EC produjo
mayor cantidad de acetato sin presentar diferencias significativas (P<0.05) comparado
con EN. Se concluyé que la bacteria EC es mejor que EN disminuyendo CHa y

produciendo mayor cantidad de acetato.

Palabras clave: Enterococcus casseliflavus, metano, acetate.
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COMPARISON OF TWO BACTERIA ISOLATED ON PRODUCTION OF METHANE IN
COCULTURES WITH RUMINAL BACTERIA.

lvan Reyes Vazquez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2015.

3.2 Abstract

The objetive of this investigation was to isolate a ruminal bacteria in a culture medium
based format acetate rumen fluid (AF-FR) and compare their efficiency vs Enterococcus
caseliflavus (EC) to decrease in vitro production of CH4. A second ruminal bacteria
Gram (+) was isolated as coconut, at a concentration of 3.4x107 mL-1 bacteria. As
substrate, three types of anaerobic growth media based F-FR, GCA-FR and
bermudagrass (Cynodon dactylon FR-B) were used. Treatments were three for each
medium: 1) alone; 2) Co-cultivation (COC); and 3) ruminal fluid (FR). The data were
analyzed in a completely randomized design with a factorial arrangement of treatments
2x3x3, and the means were compared with Tukeys test. Only medium-inoculum
interaction, appeared achieving lower CH4 with 35.51% on average in F-FR COC, being
statistically different (P<0.05) inoculum on battery power alone and FR. Media with
GCA-FR did not decrease the amount of CH4, while the means B-FR only 9.02% was
decreased. EC acetate produced more without significant differences (P<0.05)
compared with EN. It was concluded that the EC bacterium is better than EN

decreasing CH4 and producing more acetate.

Keywords: Enterococcus casseliflavus, methane, acetate.
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3.3 Introduccidn

La creciente demanda de la poblacion de rumiantes a nivel mundial para la
alimentacion humana, se refleja en el aumento constante de la produccién de CHas
como GElI, contribuyendo con el 18% a nivel mundial (Knapp et al., 2014); resultando
perjudicial por tener un potencial de impacto de 21 veces mas que el CO2 (IPCC, 2007;
Liu et al., 2011). La emision de CHa por los rumiantes varia dependiendo de la
ubicacion geografica (FAO, 2010), composicion, calidad y cantidad de alimento
consumido y raza del rumiante (Hook et al., 2010). La alimentacion constituye uno de
los principales factores que regula la produccién de CH4 en rumiantes (Clark et al.,
2011). La producciéon de CHs4 en rumiantes esta altamente relacionada con la
degradacioén de la fibra (Kirchgessner et al., 1995) y la calidad de los forrajes; ademas,
en el Ultimo siglo las emisiones de este gas por parte de los rumiantes se han

quintuplicado (Meale etal., 2012).

La comparacion por la produccion de CHa entre forrajes nativos y mejorados
(introducidos) principalmente en las zonas tropicales y subtropicales indican que los
primeros producen mayor cantidad de CHa4 resultado de sus caracteristicas de
composicion (Vargas et al., 2012). Particularmente Australia, donde los consumos de
fibra por parte de los rumiantes es mayor, produce 1 t de CH4 por t de ganancia en
peso vivo, por lo que buscan estrategias para mejorar la calidad del forraje, a través de
la suplementacién alternativa con leguminosas y arbustos que tengan el potencial de
reducir las emisiones de CHa4 por kg de carne producido como resultado de una mayor
digestibilidad (Meale et al., 2012). El pasto bermuda (Cynodon dactylon) es un pasto

perenne distribuido en todo el mundo, particularmente de las regiones tropicales y
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templadas; es una planta rica en metabolitos como proteinas, carbohidratos, minerales,
flavonoides, carotenoides, alcaloides, glucésidos vy triterpenoides (Ashokkumar et al.,
2013). Por lo tanto, debido a su composicion quimica puede utilizarse como fuente de

carbono para produccién de gas in vitro.

El objetivo de este estudio es aislar una segunda bacteria ruminal con medio selectivo
para bacterias acetogénicas y comparar su eficiencia para disminuir la produccion de
CH4 vs Enterococcus casseliflavus, utilizando como como fuente de carbono formato
de sodio (F-FR); una combinacion de glucosa, celobiosa y almidén (GCA-FR) y el pasto
bermuda (Cynodon dactylon) teniendo como tratamientos la bacteria aislada sola, en

cocutivo (COC) con bacterias ruminales y liquido ruminal fresco (FR).

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Elaboracion de medios de cultivo para aislar una bacteria ruminal
acetogénica

Los medios anaerobios selectivos para aislar una bacteria ruminal acetogénica (BRA) a
base de acetato formato (AF-FR) se prepararon de acuerdo con la técnica que describe
Hungate (1966) modificada por Bryant (1972) y recomendada por Cobos y Yocoyama
(1995; Cuadro 10). Los medios de cultivo se prepararon con flujo constante de CO:2
para conservar anaerobiosis, y se incubaron por 48 h a 39 °C (incubadora Felisa FE-
133A) para comprobar esterilidad. El proceso de esterilizacién de los medios de cultivo
fue por 15 min en una autoclave Tutthauer 2540F a 121 °C y 15 PSI La solucion
vitaminica y antibiotica se adicioné al momento de utilizar los medios de cultivo para

inocularlo debido a las caracteristicas bioquimicas de dichas soluciones.
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Cuadro 10. Composicion de los medios de cultivo anaerobios, para el aislamiento

de una bacteria ruminal acetogénica (Cobosy Yocoyama, 1995).

Componente (100 mL) AF-FR AFA-FR
Agua destilada (mL) 48.5 48.5
Liquido ruminal clarificado! (mL) 30.0 30.0
Solucién mineral P (mL) 5.0 5.0
Solucién mineral 1B (mL) 5.0 5.0
Solucién vitaminica* (mL) 1.0 1.0
Resazurina 0.1%° (mL) 0.1 0.1
Extracto de levadura (g) 0.2 0.2
Peptona de Soya (g) 0.1 0.1
Cisteina-sulfido® (mL) 2.0 2.0
Carbonato de sodio, sol. al 8% (mL) 5.0 5.0
Acetato de sodio (Q) 0.1 0.1
Formato de sodio (g) 1.0 1.0
Cloranfenicol®® (mL) 0.1 0.1
Agar (9) -- 2.0

1 El liquido ruminal fresco, se filtr6 con manta de cielo, centrifugado a 23,000 xg (unidades de
gravedad relativa) por 15 min y esterilizada a 12°C por 15 min a 15 PSI.

2 Contiene (1000 mL) K2HPO4, 6 g.

3 Contiene (1000 mL) KH2POs, 6 g; (NH4)2SO4, 6 g; NaCl, 12 g; MgSOa, 2.45 g; CaCl-2H20,
1.69.

4 Contiene 100 mg de Clorhidrato de Tiamina; 100 mg de Clorhidrato de Piridoxina; 1000 mcg
de Cianocobalamina en 100 mL de solucién.

5 Contiene 0.1 mL de solucién (1%) en agua destilada, se afor6 a 100 mL.

6 Contiene 2.5 g de L-cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH), mas 2.5 g de NazS-9H20; se
afor6 a 100 mL con agua destilada.

7 Contiene 8 g de Na2COs por cada 100 mL de agua destilada.
8 Contiene 250 mg en 10 mL de solucién.
3.4.2 Aislamiento y conservacion de una bacteria ruminal aislada

En tubos de cultivo de 18x150 mm estériles, se adicionaron 9 mL de medio AF-FR

estéril. El aislamiento se inicié6 de liquido ruminal fresco (LRF) de un borrego Suffolk
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fistulado. El LRF se filtr6 con manta de cielo, se centrifugd a 1,157 x g 3 min'! en una
centrifuga Eppendorf 5810-R a 25 °C; el sobrenadante se tomo6 y se utiliz6 como

indculo A (inicial).

Los tubos de cultivo se inocularon con 1 mL indculo inicial A por triplicado, se incubaron
a 39 °C hasta presentar turbidez (48 h). El tubo con mayor turbidez se seleccioné y se
usé como un indculo nuevo en medios AF-FR. Después de presentar la turbidez, se
tomd una muestra del medio de cultivo y fue observado en un microscopio de fases de
contraste (Olympus BX51) para observar las morfologias bacterianas. El proceso se

repitié hasta obtener un solo tipo morfolégico bacteriano.

En tubos de cultivo de 18x150 mm estériles se adicionaron 9 mL de medio con base en
acetato formato agar fluido ruminal (AFA-FR) estéril y se inclind 15° (aproximadamente)
hasta su solidificacion, variante de la técnica de tubo rodado (Hungate, 1969). El medio
AF-FR seleccionado con un solo tipo de morfologia bacteriana se utiliz6 como inéculo,
se usO un asa bacterioldgica para inocular mediante la técnica de estriado, y el tubo se
incub6 a 39 °C por 72 h para obtener colonias de la nueva bacteria ruminal aislada. Las
colonias de la bacteria ruminal aislada se caracterizaron morfologicamente. Un tubo
con medio AF-FR se inoculé con una colonia de la bacteria aislada y se incubd 39 °C
por 48 h para utilizarlo como in6culo B en el proceso de conservacion de la misma; se

tomo una muestra para prueba de fluorescencia y Tincion Gram.

Para conservar la bacteria ruminal aislada, se virtieron 45 mL de medio AF-FR estéril
en un vial serolégico (100 mL) estéril. El vial se inoculd6 con 5 mL de inoculo B, se

incubd por 48 h a 39 °C y se observd en un microscopio de contraste de fases para
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asegurar el aislamiento. El vial se dejé a temperatura ambiente 2 h, se congel6 a -38 °C
en un congelador de rodillo Frezeer Labconco Shell por 50 min hasta alcanzar una
temperatura de -38 °C, posteriormente se liofiliz6 en un equipo Labconco FreeZone 4.5

L a una temperatura de -45°C y una presién de -0.030 mBar por 24 h.

3.4.3 Identificacidbn molecular de la nueva bacteria ruminal aislada

3.4.3.1 Rehidratacion de la bacteria nueva aislada

La bacteria aislada se reactivd en medio AFA-FR agregando 0.2 g de glucosa por cada
100 mL de medio de cultivo. El medio se vertio en cajas Petri guardandose en jarras de
anaerobiosis con un sobre de Gas Pack para evitar la oxidacion. El sembrado de la
bacteria se realizd en una campana de flujo laminar vertical mediante la técnica de
estriado con una asa bacteriolégica. Se incubaron a 39 °C por 96 h, posteriormente se

guardaron en refrigeracion a 4 °C hasta el momento de hacer la extraccion de DNA.

3.4.3.2 Extraccién de DNA por método CTAB.
La extraccion de DNA se hizo por el método de CTAB, tal como se describe a

continuacion de acuerdo a la técnica de Doyle y Doyle (1990).

3.4.3.3 Amplificacion del DNAr 16 S

La amplificacién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen 16S
ribosomal se realiz6 usando Primer's universales para bacterias (8F y 1492R
Promega®). Se hizo un mix con los siguientes componentes (Cuadro 11). Las
condiciones de amplificacion fueron estandarizadas de acuerdo con las
recomendaciones de los Primer’s y se llevaron a cabo de la siguiente forma: 3 min a 95

°C de pre-desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion de 94 °C
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por 2 min, 1 min a 59 °C de acoplamiento y 1.5 min a 72 °C de elongacién, por dltimo

un ciclo mas post-elongacion de 5 min a 72 °C.

Cuadro 11. Mix de reactivos para PCR.

Componente Unidades pL
Buffer 3.0
Dntps 0.6
Primer F8 0.18
Primer R1492 0.18
Taq polymerasa 0.18
Agua 7.86
DNA 3

De acuerdo al protocolo de PCR Promega®

Se prepard un gel de agarosa al 1.5% para verificar la existencia del producto de PCR,
con los siguientes componentes (Cuadro 12), dejandose solidificar a temperatura
ambiente, se acomodo dentro de la cAmara de electroforesis y se retiraron los peines.
Se agreg6 buffer de corrida TAE 1X en la camara de electroforesis hasta cubrir el gel
de agarosa. Se depositaron 3 yuL de marcador molecular, y 3 uL de muestra de DNA
mezclado con 1,5 pL de buffer de carga con una micropipeta, posteriormente se corrié
a 110 V/90 min, al término se extrajo el gel de la cAmara de electroforesis, se limpi6 el
exceso de buffer y colocod dentro de un tras-iluminador Infinity-3026 WL/LC/26MX para

visualizar el producto de PCR.

3.4.3.4 Anélisis de secuencia
La secuenciacion del fragmento amplificado se realizO6 mediante un equipo 3130

GeneticAnalyzer. Las secuencias generadas se ensamblaron y editaron en el programa
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BioEdit Sequence Alignment Editor V 7.1.3.0 generando una secuencia consenso. La
secuencia de nucledtidos fue comparada con las secuencias del GenBank del National

Center for Biotechnology Information (NCBI; http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Cuadro 12. Componentes del gel de agarosa al 1.5%.

Componente Unidades por cada 200 mL
Agarosa 3049

TAE 1x 200 mL

Red Gel 4 uL

De acuerdo al protocolo de PCR Promega®

3.4.4 Produccién de gas in vitro

3.4.4.1 Rehidratacion de las bacterias aisladas para producciéon de gas

Las bacterias aisladas se rehidrataron colocando 0.1 g de liofilizado en un vial
serolégico con 72 mL de medio de cultivo F-FR (Cuadro 13), se incubaron a 39 °C por
24 h. A las 24 h se obtuvo la concentracion de bacterias por medio de una camara
Petroff-Hausser (area de 0.0025 mm? y profundidad de 0.02 mm) y un microscopio de

contraste de fases. La concentracion de bacterias se determiné con la férmula:
[B] = (X) (FD) (2x107)
Donde:
[B] = Concentracién de bacterias por mL

X = Media del conteo de bacterias
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FD = Factor de dilucion de la muestra (mL de muestra/mL volumen total)

2x107 = Constante de camara Petroff-Hausser.

El contenido del vial sirvio como indculo C para la prueba de produccion de gas in vitro.

Cuadro 13. Composicion de los medios de cultivo anaerobios, para

bacterias acetogénicas (Cobos y Yocoyama, 1995).

Componente (100 mL) F-FR
Agua destilada (mL) 52.6
Liquido ruminal clarificado! (mL) 30.0
Solucién mineral 2 (mL) 5.0
Solucién mineral I8 (mL) 5.0
Resazurina 0.1%* (mL) 0.1
Extracto de levadura (Q) 0.1
Peptona de Soya () 0.2
Cisteina-sulfido5 (mL) 2.0
Carbonato de sodio, sol. al 8%° (mL) 5.0
Formato de sodio (g) 1.0

1 El liguido ruminal fresco, se filtr6 con manta de cielo, centrifugado a 23,000 x
g (unidades de gravedad relativa) por 15 min y esterilizada a 12°C por 15 min a
15 PSI.

2 Contiene (1000 mL) K2HPO4, 6 g.

3 Contiene (1000 mL) KH2PO4, 6 g; (NH4)2SO4, 6 g; NaCl, 12 g; MgSO4, 2.45 g;
CaCl-2H20, 1.6g.

4 Contiene 0.1 mL de solucién (1%) en agua destilada, se aforé a 100 mL.

5 Contiene 2.5 g de L-cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH), mas 2.5 g de
Naz2S-9H20; se afor6 a 100 mL con agua destilada.

6 Contiene 8 g de Na2COs por cada 100 mL de agua destilada.

96



3.4.4.2 Medios de cultivo para produccién de gas

Se realizaron medios de cultivo anaerobios de acuerdo con la técnica que describe
Hungate (1966) modificada por Bryant (1972) y recomendada por Cobos y Yocoyama
(1995; Cuadro 14). Los medios de cultivo se prepararon con flujo constante de CO:2
para conservar anaerobiosis, y se incubaron por 48 h a 39 °C (incubadora Felisa FE-
133A) para comprobar esterilidad. El proceso de esterilizacién de los medios de cultivo

fue por 15 min en una autoclave Tuttnauer 2540F a 121 °C y 15 PSI.

El pasto bermuda (Cynodon dactylon) previamente molido a 1 mm (molino Willey) se
sec6 por 48 h en una estufa Riossa® a 60 °C y se pesd en una balanza AND HR-60 a
peso constante; posteriormente se agregé 1 g de pasto bermuda aproximadamente a
un biodigestor y se esterilizd agregandoles 0.5 mL de agua destilada. EI manejo del
pasto bermuda se hizo en un desecador Pyrex® para mantener su peso constante. En
viales serologicos de 100 mL estériles se adicionaron 45 mL de medios anaerobios F-
FR, GCA-FR y B-FR estéril, mismos que se utilizaron como biodigestores. Los
biodigestores fueron inoculados con 5 mL del inéculo C y se colocaron en bafio Maria a

39 °C (Termo Scientific 2862).

Se utiliz6 el sistema de produccién de gas descrito por Cobos y Yocoyama (1995) con
trampa solucion salina; que consistidé en preparar una solucion salina saturada con 380
g de NaCl L de agua destilada, se ajust6 el pH a 2 y se agregaron 5 mL de naranja de
metilo al 0.1% como indicador de acidez. La solucion-salina se depositd en viales
serolégicos de 50 mL llenos (sin dejar espacio) y fueron sellados con tapones de hule y

casquillos de aluminio. Los biodigestores y viales trampa se conectaron con mangueras
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de Tygon® (2.38 mm @ interno y 40 cm de longitud) con agujas hipodérmicas en los

extremos.

Cuadro 14. Composicién de los medios de cultivo anaerobios, para bacterias

acetogénicas (Cobos y Yocoyama, 1995).

Componente (100 mL) F-FR GCA-FR B-FR
Agua destilada (mL) 52.6 52.6 52.6
Liquido ruminal clarificado?® (mL) 30.0 30.0 30.0
Solucién mineral > (mL) 5.0 5.0 5.0
Solucién mineral II¥ (mL) 5.0 5.0 5.0
Resazurina 0.1%* (mL) 0.1 0.1 0.1
Extracto de levadura (g) 0.1 0.1 0.1
Peptona de Soya (g) 0.2 0.2 0.2
Cisteina-sulfido® (mL) 2.0 2.0 2.0
Carbonato de sodio, sol. al 8%° (mL) 5.0 5.0 5.0
Formato de sodio () 1.0 - -
Glucosa -- 0.12 --
Celobiosa -- 0.12 --
Almidon -- 0.12 -
Pasto Bermuda (Cynodon dactylon) (g) -- - 1.0

1 El liquido ruminal fresco, se filtr6 con manta de cielo, centrifugado a 23,000 xg (unidades de
gravedad relativa) por 15 miny esterilizada a 12°C por 15 min a 15 PSI.

2 Contiene (1000 mL) K2HPO4, 6 g.
3 Contiene (1000 mL) KH2POa4, 6 g; (NH4)2SO4, 6 g; NaCl, 12 g; MgSO4, 2.45 g; CaCl-2H20, 1.6g.
4 Contiene 0.1 mL de solucién (1%) en agua destilada, se aforé a 100 mL.

5 Contiene 2.5 g de L-cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH), mas 2.5 g de Na2S-9H20; se afor6 a
100 mL con agua destilada.

6 Contiene 8 g de Na2COs por cada 100 mL de agua destilada.

El vial trampa solucion-salina se le insertd una aguja hipodérmica como valvula de

salida; y se coloc6é de manera inversa en una probeta de 50 mL modificada que sirvid
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como colector de la solucién salina saturada desplazada por el gas producido durante
la incubacion a determinado tiempo. Se midié el desplazamiento del gas en los viales

trampa solucién-salina a 24, 48y 72 h de incubacién.

El CHs y CO2 se tomé directamente del vial trampa solucidén-salina con una jeringa de 1
mL y aguja hipodérmica, en los tratamientos donde no existio desplazamiento se tomé
la muestra directamente de los biodigestores. La concentracion se determind en un
cromatografo de gases Claurus 500 Perkin Elmer y una columna PE 6'x1/8 ODSS:
Porapak 080/100. Las condiciones fueron: temperatura de la rampa en el horno de
inicio 28 °C min'l, rampa 2.5 °C minl, temperatura final 35 °C; temperatura del inyector
TCD 130 °C; volumen de inyeccion 0.3 mL de forma manual; flujo de gas acarreador
(Helio) 23.5 mL min'! y tiempo de retencién de CH4 0.73 min + 0.05 y CO2 1.05 min +

0.05.

Para medir AGV se adicionaron 0.25 mL de acido metafosforico al 25% en viales
Ependorff de 2 mL y se extrajo 1 mL de medio de los biodigestores inoculados a 72
horas de incubacion, se guardaron bajo refrigeracion (4 °C). Las muestras se
centrifugaron a 18, 800 x g 10 min! (llettich EBA21), el sobrenadante se depositd en
viales para cromatografia (Perkin Elmer). La determinacion de AGV fue de acuerdo a la
técnica que describen Erwin et al., (1961), y se us6 un cromatografo de gases Perkin
Elmer, Modelo Claurus 500 con columna capilar Elite FFAP se utiliz6 para determinar
los AGV. EIl gas acarreador fue hidrégeno con flujo 5.5 ml por minuto. Se inyectd 1 pl
de muestra en modo automatico, con temperatura de inyector y detector de 250 °C por

minuto hasta una temperatura final de 140 °C. Se obtuvieron tres picos en un tiempo de
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retencion de 1.30, 1.60 y 2.15 min para acético, propionico y butirico respectivamente,

con un tiempo total de cada corrida de 5.05 minutos.

3.4.6 Concentracion de bacterias totales, pH y potencial redox

La concentracion de bacterias totales se determind obteniendo 1 mL de medio de los
biodigestores y se depositdé en un tubo de cultivo 13x100 junto con 0.25 mL de
formaldehido al 10%, se guardaron bajo refrigeracion (4 °C) hasta realizar el conteo. La
cuantificacion de bacterias totales se hizo después de 72 h de incubacién con una
camara Petroff-Hauser. El pH se midié directamente con un potenciometro Oridn
modelo 720A+, calibrado a pH 4.0 y 7.0. El potencial de 6xido-reduccion se determind
con un potenciémetro Orion modelo 710A; ambas mediciones se realizaron al mismo

tiempo del muestreo.

3.4.7 Digestibilidad in vitro de materia seca (MS)

Para determinar el porcentaje de degradacion del tratamiento con pasto bermuda se
utilizé el residuo de los viales serologicos se filtr6 con una bomba de vacio con papel
Whatman No. 42. El calcul6 del porcentaje de degradacion de la MS (% DIVMS) se

realiz6 con la férmula:

g MSi — g MSh
% DIVMS = x 100
g MS;

Donde:

% DIVMS = degradacién de la materia seca in vitro.

g MSi = g de materia seca inicial.

g MSn = g de materia seca no degradada.
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3.4.8 Tratamientos

Los tratamientos fueron tres por cada tipo de medio de cultivo (F-FR, GCA-FR y B-FR):
1) bacteria ruminal aislada (pura); 2) Co-cultivo (COC); 3) fluido ruminal (FR) con cinco
repeticiones; y para cada bacteria ruminal aislad (Enterococcus casseliflavus (EC) y la
nueva bacteria ruminal aislada). El in6culo D fue LRF que se extrajo de una vaca
Jersey fistulada en rumen, se centrifugé a 1,157 x g 3 min?! (centrifuga Eppendorf
5810-R) y se mantuvo a 39 °C, se preparo bajo flujo constante de CO2 en una campana
de flujo laminar vertical Labconco Class Il Type A2. Se calculd la concentracién de
bacterias con camara Petroff-Hauser y se iguald la concentracion de bacterias a 108
bacterias mL™1. La dilucién del FR se hizo en medio con F-FR. Los biodigestores fueron
inoculados con 5 mL de LRF, y el COC fue la combinacion de ambos in6culos en 50%

cada uno.

3.5 Disefio y andlisis estadistico

Los datos se analizaron en un disefio completamente al azar con un arreglo factorial
2x3x3 considerando como factores: dos bacterias (Enterococcus casseliflavus (EC) y
Enterococcus (EN)) x tres tipos de medio de cultivo (F-FR, GCA-FR y B-FR) x tres
inbculos (bacteria sola (EC o EN), en cocultivo (COC), y liquido ruminal (FR)). Las
medias se ajustaron por minimos cuadrados usando el PROC LSMEANS de SAS

(2011) y comparadas con la prueba de Tukey ajustada.
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3.6 Resultados y discusién

3.6.1 Caracteristicas de la nueva bacteria ruminal aislada

Una bacteria ruminal fue aislada en cultivo puro a base de AF-FR y conservada en
liofilizacién a una concentracion de 3.40x107 bacterias mL-1 a 48 h de incubacién a una
temperatura de 39 °C. La bacteria ruminal aislada, se trat6 de una bacteria Gram +, en
forma de coco, pudiendo estar sola o formando pares de cocos (bicoco), en ocasiones
llega a formar cadenas de hasta cuatro cocos, con resultado negativo a la prueba de
fluorescencia. La colonia bacteriana en medio soélido es de superficie lisa, de
consistencia suave, color crema brillante y de circunferencia irregular (Figura 8). De
acuerdo con las caracteristicas morfologicas y fisico-quimicas puede tratarse de la

misma bacteria ruminal aislada inicialmente.

Figura 8. Enterococcus spp. aislado en caja Petri con medio sélido (AFA-FR).
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3.6.2 Identificacién molecular de la bacteria ruminal aislada

3.6.2.1 Concentracion de DNA extraido

La rehidratacion del liofilizado de la bacteria ruminal aislada conservd las
caracteristicas originales del aislamiento, manteniendo la concentracién y morfologia
de las bacterias (cocos). No se encontré contaminada. Los resultados de la extraccion

de DNA de la nueva bacteria ruminal aislada se muestran en el Cuadro 15:

Cuadro 15. Concentracion de DNA extraido de la bacteria aislada.

Muestras Concentracion ng/pl 260/280 260/230
1 224.1 2.12 2.24
2 103.1 2.07 2.03

Resultados obtenidos del Nanodrop 2000c Thermo USA.

El producto de la extraccion de DNA fue utilizado para la amplificacion del gen ADNr
16S mediante PCR. Derivado de la amplificacion de la PCR y de la secuenciacién del
gen ADNr 16S se obtuvieron 970 pb. La secuencia obtenida se compar6é con las

secuencias guardadas en el GenBank (http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). La

secuencia de la bacteria ruminal aislada y consultada en GenBank solo coincidi6 en el

género Enterococcus (EN), sinllegar a especie (Figura 9).

Las bacterias pertenecientes al género Enterococcus son Gram (+), en forma de cocos,
pueden presentar solos o en pares, hasta formar cadenas cortas y no forman esporas,
son homofermentativos y su producto principal de fermentacién es acido lactico. El
crecimiento Optimo para este tipo de bacterias se da de 35 a 37 °C, aunque algunas

especies pueden soportar desde 10 °C hasta 45 °C. Muchas especies de Enterococcus
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forman parte de la flora intestinal de mamfferos, aves y otros animales (Manual®

Bergey’s of Systematic bacteriology, 2009).

CCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATGTTCTTCGCATGAAGGATATTTGAAA
GGCGCTTTTGCGTCACTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGA
TGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTC
TGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAAAATGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGT
TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTTAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGAC
CGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTG
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTG
CCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCGAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATC
TCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCACGCCGCGGTGAA

Figura 9. Secuencia de nucledtidos obtenidos de la secuenciacion de la bacteria
ruminal aislada.

Las bacterias del genero Enterococcus presentan las caracteristicas mencionadas
anteriormente, sin embargo, por el género puede tratarse de la misma bacteria aislada
inicialmente, la cual fue identificada como Enterococcus casseliflavus (EC). Las
bacterias del genero Enterococcus junto con otros géneros de las bacterias acido
lacticas, pertenecen a la subdivision clostridial de las eubacterias Gram (+); los
Enterococcus, junto con los géneros Melissococcus, Tetragenococcus y Vagococcus,

pertenecen a la familia Enterococcaceae (Franz et al., 2003).

3.6.3 Variables de produccién de gas in vitro

La prueba se dio por terminada a las 72 h de incubacion a 39 °C. El desplazamiento de

las trampas de solucion salina saturada se presenté en todos los tratamientos, variando
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en diferentes cantidades de acuerdo al grado de fermentacién de cada uno. El patrén
de fermentacion ruminal esta influenciado por la interaccion entre la dieta, la poblacion
de microorganismos y el animal; en un sistema in vitro tiene los mismos componentes
gue son sustrato, indculo y las condiciones que se le dan para que la fermentacion se
lleve a cabo en condiciones semejantes, sin embargo la importancia relativa de estos
procesos varia de acuerdo con las caracteristicas del alimento (sustrato), es por ello
que es diferente la produccion de moles de gas producidos en cada variable (Arcos-
Garcia et al., 2007). La energia para el crecimiento microbiano es derivada de la
fermentacion de los sustratos, pueden ser carbohidratos, principalmente almidén vy
celulosa, cuya digestion anaerobia produce AGV, succinato, formato, lactato, etanol,
COg2, CHa, y trazas de Hz; sin embargo, estos también aportan esqueletos de carbono
esenciales para la sintesis de biomasa microbiana (Posada y Noguera, 2005) tal como
ocurre con los tratamientos en este experimento. En el caso de los forrajes como
sustrato el tamafio de la particula que va desde 0.1 a 1.0 g influye en la cinética de
fermentacion, porque con el aumento del tamafio de particula se produce una
disminucion en la produccién de gas por cada gramo de materia seca (MS) debido a la
baja proporcion de microorganismos en relacion al sustrato (Getachew et al., 1998), en
este caso no se ve afectada la produccién de gas por esta situacion, porque el forraje

de todos lo tratamientos se molié al mismo tamafio de particula.

3.6.3.1 Metano (CHa)
La produccién de CHa in vitro disminuyé en porcentaje en COC para ambas bacterias
(EC y EN) en medios de cultivo F-FR y B-FR. La produccion de CH4 en medios GCA-

FR no disminuyé en COC tal como se presentd en el capitulo anterior. De acuerdo al
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modelo estadistico utilizado para el analisis de datos, no se presentd interaccion entre

tipo de bacteria - medio de cultivo - inéculo (P<0.05) para las variables CHa y CO2.

Cuadro 16. Comparacion de las bacterias EC y EN sobre la produccion de

CHsy CO:a.
Bacteria Medio Inéculo CHa4 CO2
F-FR EC 0.00¢ 100.002
F-FR cocC 13.36¢d 86.64¢P
F-FR LR 27.572 72.44¢
GCA EC 0.00¢ 100.02
EC GCA coC 13.67¢d 86.34¢P
GCA LR 12.30¢d 87.70¢b
B-FR EC 0.00¢ 100.02
B-FR cocC 15.17bcd 84.84cbd
B-FR LR 17.78bc 82.22¢cd
F-FR EN 0.00¢ 100.02
F-FR cocC 21.85ba 78.16¢d
F-FR LR 27.072 72.96¢
GCA EN 0.00¢ 100.02
EN GCA cocC 12.04¢d 87.960¢
GCA LR 9.90d 90.10°
B-FR EN 0.00¢ 100.02
B-FR cocC 12.86¢d 87.12¢b
B-FR LR 13.03¢d 86.96¢P
EEM - - 0.18 0.18
Valor P
Bacteria 0.6365 0.6323
Medio <.0001 <.0001
Bacteria*Medio 0.0130 0.0133
In6culo <.0001 <.0001
Bacteria*In6culo 0.0678 0.0679
Medio*In6culo <.0001 <.0001
Bacteria*Medio*In6culo 0.0787 0.0797

a b cd e Medias en con distinta literal son diferentes (P<0.05). F-FR = Medios con formato
de sodio. GCA-FR = Medios con glucosa, celobiosa y almidon. B-FR = Medios con pasto
bermuda. EC = Enterococcus casseliflavus. EN = Enterococcus. EE = Error estandar de

la media.
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El tipo de bacteria no generd interaccion con el tipo de inéculo (P<0.05) para CHa y
COgz; sin embargo, el tipo de bacteria interactta con el tipo de medio de cultivo (P<0.05)
y el inoculo interactia con el medio de cultivo (P<0.05) para CH4 y CO2 (Cuadro 16).
Los datos se analizaran por las interacciones que presentaron significancia, pero se
pondra mas énfasis a la interaccion medio - inoculo, porque el tipo de bacteria
inoculada no afecté el comportamiento de los tratamientos (P<0.05) que resulta de

mayor interés en la presente investigacion.

Aunque el medio F-FR es donde se presentd la mayor produccion de CHa, el
comportamiento del tipo de bacteria se comporta diferente. La bacteria EN produce la
mayor cantidad de CH4 en el medio F-FR (16.31 %) y es diferente a los medios GCA-
FR y B-FR (P<0.05). En contraste, aln y cuando la mayor produccién de CH4 en medio
F-FR se da por EN en los medios GCA-FR y B-FR EN se produce la mayor cantidad de
CHa. Cabe sefalar, que en ambos tipos de bacteria, la produccion de CHa4 no presento

diferencias entre los medios GCA-FR y B-FR (P<0.05; Cuadro 16).

En la interaccion medio — indculo para la bacteria EC (Cuadro 16) la produccion de CHa
se redujo con la adicion de las bacterias aisladas al LR en los medios F-FR (P<0.05),
ya que el LR produjeron 27.57% de CHa, mientras en COC se cuantificdé 13.36%. En
porcentaje se logré disminuir la produccion de CH4 en 48.46%. En contraste, no se
presentd efecto reductivo en la adicion de la bacteria aislada en los medios GCA-FR al
comparar el tratamiento en COC con LR, siendo no diferentes estadisticamente
(P<0.05). Los medios B-FR la disminucion de CH4 es menor, sin embargo la produccion

de este GEI se reduce en 9.02%, sin presentar diferencias estadisticas (P<0.05) al
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comparar con LR. En el tratamiento de la bacteria EN, ningln tratamiento presenta

diferencias significativas (P<0.05).

Hasta ahora, no se han reportado investigaciones que indiquen que las bacterias del
género Enterococcus y especificamente la especie E. caseliflavus disminuyan la
produccién de CHa en cocultivo con bacterias ruminales. Al comparar dos bacterias
para disminuir la produccion de CH4 se ha presentado una variabilidad de resultados
sobre los tratamientos utilizados, esto es consecuencia de los nutrientes o sustratos
que componen cada medio de cultivo. Johnson y Johnson (1995) indican que los dos
principales factores responsables de las variaciones en la produccion de CHa4 son: la
cantidad de carbohidratos fermentados, lo cual implica diversas interacciones dieta-
animal, que afectan el balance entre las tasas de fermentacion de estos carbohidratos y
la tasa de AGV producidos, la cual regula la produccion de hidrégeno vy

subsecuentemente la produccion de CHa.

Anteriomente se afirmo6 que el formato de sodio es un sustrato que puede ser utilizado
por las bacterias acetogénicas para la produccion de acetato y también por las
bacterias metanogénicas para producir CHa funcionando como un estimulador
inmediato de la metanogénesis, y que la competencia por el sustrato se da por la
interaccion de las bacterias; sin embargo, en este caso no se favorece la produccion de
productos finales de fermentacion (acetato y CHa4) y el resultado se da por la interaccién
de las bacterias inoculadas. Se utiliz6 formato de sodio como sustrato, porque se ha
demostrado que es un intermediario en la fermentacion ruminal produciéndose en el

rumen de manera natural principalmente por bacterias celuloliticas, hongos vy
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protozoarios ciliados (Ellis et al., 1990), por ello se utiliz6 en cocultivo con bacterias

ruminales.

Por otro lado, la combinacion de sutratos utilizados a base de glucosa, celobiosa y
almidon, aceleran la produccion de Hz. El Hz, es un sustrato utilizado por las bacterias
metanogénicas para produccién de CHa (Ellis et al., 1990), por lo tanto el H2 y el
formato de sodio son los principales sustratos formadores de CHa4 en rumen, con esto
de alguna forma se esta proporcionando sustrato para producir CH4 y asi evaluar si las

bacterias aisladas tienen efecto significativo sobre la disminucién de CH4 como GElL.

Para el caso del tratamiento utiizando como sustrato el pasto bermuda (Cynodon
dactylon) el comportamiento es diferente en comparacién con los sustratos
anteriormente mencionados. Generalmente, el tipo de carbohidrato presente en el
forraje determina la produccion de CHa4, sin importar los cambios que se presenten en
la poblacién bacteriana a nivel ruminal (Johnson y Johnson, 1995); por ejemplo el alto
contenido de carbohidratos solubles en forrajes promueve la produccion de propionato
en rumen, lo que trae como consecuencia que el pH disminuya haciendo que se inhiba
el crecimiento de bacterias metanogénicas y reduciendo asi, la produccion de CHa por

unidad de materia organica fermentada (Meale et al., 2012).

La produccion de CH4 en los bovinos representa pérdidas de energia potencial
consumida en la dieta entre 5.5 - 6.5 %; sin embargo, en condiciones de pastoreo en
zonas templadas se dice que hay pérdidas de 2-12%, pero cuando la alimentacién es
con forrajes de baja calidad nutritiva, la producciéon de CH4 puede representar una

pérdida entre el 15 y el 18% de la energia digestible (Carmona et al., 2005). Se han
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realizado investigaciones tratando de disminuir la produccion de CHa4 alimentados con
dietas a base de forrajes o agregando cierto porcentaje de forraje a la dieta, tal como lo
reportan Delgado et al. (2013), que lograron disminir la produccion de CH4 en 15.6% al
incluir en la dieta la tercera parte de Leucaena leococephala sin afectar la
digestibilidad, tal como sucede en esta investigacién, sin embargo la cantidad de CH4
disminuida no es significativa. Se ha encontrado que existe una correlacion negativa
sobre la produccién de CHa y la proteina cruda (PC), por lo tanto, el seleccionar forrajes
con mayor contenido de PC ayudara a contrarestar la produccion de CHs4 (Gemeda y

Hassen, 2014) en la produccién animal.

Gagen et al. (2014) aislaron una nueva bacteria ruminal acetogénica de un marsupial
Australiano identificada como TWA4 el cual no disminuye la produccion de CHa y
tampoco favorece la produccion de acetato in vitro (Yang et al., 2015). Sin embargo, se
ha sugerido que la produccion de CHa4 estimula una mayor produccion de acetato, COz2,
H*, con esto se ve disminuida la produccion de &cido lactico, succinato, propionato,
etanol y formato (Contreras y Noro, 2010). Ademas, también se sabe que las bacterias
metanogénicas son mas eficientes sobre la utilizacion de sustratos y que existen
bacterias acetogénicas que no necesariamente disminuyen la produccién de CHa4

(Nollet et al., 1997).

3.6.3.2 Acidos grasos volatiles (AGV)

El Cuadro 17 muestra los efectos de interaccidén de la bacteria — medio — in6culo para
las variables AGV totales, acido acético, propionico, butirico, incluyendo el % de
degradacion in vitro en medio de cultivo B-FR. EN presentd mayor produccion de AGV

totales en los medios/inéculo: B-FR COC (238.14mMol), mientras que EC lo produjo en
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B-FR LR (167.43 mMol) siendo diferentes estadisticamente (P<0.05). EC sola produjo
mayor cantidad de acetato con F-FR COC (78.36 mMol), mientras que la EN presentd
la mayor produccion de acetato en GCA-FR (71.84 mMol) sin presentar diferencias
estadisticas (P<0.05). Por su parte, los in6culos de las dos bacterias solas, que produjo
mayor cantidad de acetato fue B-FR EC (75.74 mMol) y GCA-FR EN (71.84 mMol)
siendo iguales estadisticamente (P<0.05). Las altas producciones de AGV totales estan
relacionados con una mayor fermentacion, lo cual tiene un efecto positivo sobre una

mayor disponibilidad de energia sobre el rumiante (Juarez-Reyes et al., 2009).

El propionato se produjo en mayor cantidad con EN en GCA-FR COC (38.90 mMol), en
tanto que la EC lo hizo en GCA-FR LR (38.38 mMol) no presentando diferencias
estadisticas (p<0.05). Por su parte, el butirato se produjo en mayor cantidad por EN en
F-FR COC (17.22 mMol), mientras que EC lo hizo en B-FR LR (11.00 mMol). Cuando
se proporcionan altas cantidades de sustratos facilmente digestibles para los
microorganismos se incrementa la produccion de acido propionico y butirico (Juérez-
Reyes et al., 2009), tal como sucede en los medios con GCA-FR y B-FR. Butirato y
propionato son dos intermediarios importantes en la mineralizacion de la materia
organica en condiciones metanogénicas (Dong y Stams, 1995). Las bacterias
acetogénicas oxidan butirato y propionato para formar acetato, H2 y formato de sodio

(Dong y Stams, 1995).

Por su parte, la inclusion de alimentos ricos en almiddn, favorece la produccion de
propionato y reduce el pH ruminal, por lo tanto se inhibe el crecimiento de
metanodgenos Yy protozoos (Boadi et al.,, 2004). Cuando los rumiantes son alimentados

con dietas rica en forrajes la produccion de propionato se reduce tal como sucede en
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los tratamientos B-FR; ademas el propionato no esta asociada a formacién de lactato

como producto intermediario (Contreras y Noro, 2010).

Cuadro 17. Produccion de AGV y degradacién interaccion de la bacteria — medio —

indculo.
AGV
Bacteria  Medio Inéculo Total Acético*  Propionico* Butirico*  Degradacion
(mMol) %

F-FR EC 39.60¢ 71.52 17.809 10.66 -
F-FR CcoC 77.06%4 78.362 12.90¢ 8.74¢° -
F-FR LR 73.38¢d 77.282 13.62¢9 9.14¢ --
GCA EC 40.02¢ 72.48 17.269 10.22b¢ -

EC GCA CcoC 89.40¢d 54.14¢ 36.18pac 9.68°¢ -
GCA LR 98.00¢ 51.36¢ 38.38 10.28¢ --
B-FR EC 49.10¢ 75.74v2 15.20¢ 9.06° 21.95¢
B-FR CcoC 137.30¢  58.92% 30.62¢dc 10.52b¢ 60.782
B-FR LR 167.43° 57.604 31.4Qebdac 11.00 54.49°
F-FR EN 51.769 70.86"2 18.849 10.34% --
F-FR CoC 68.98¢ 57.90¢ 24.88¢df 17.222 --
F-FR LR 90.66°¢ 65.70° 20.129 14.20ra --
GCA EN 68.82¢f 71.84v2 17.429 10.72bc -

EN GCA CcocC 129.80¢° 50.70¢ 38.902 10.44bc -
GCA LR 134.02¢ 54.12¢ 36.50pac 9.40° --
B-FR EN 98.40¢ 67.92bac 23.76¢ 8.32¢ 16.73¢
B-FR CcoC 238.142  56.72% 31.96Pdac 11.32¢ 52.69°
B-FR LR 131.98°  59.00% 30.94¢bde 10.04¢ 54.48°

EEM - - 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Valor P

Bacteria <.0001 <.0001 0.0003 <.0001 <.0001
Medio <.0001 <.0001 0.0004 <.0001 <.0001
In6culo <.0001 <.0001 0.0088 <.0001 <.0001
Bacteria*Medio*In6c ~ <.0001 0.0017 0.0017 0.0010 <.0001

a b c d e T Medias en con distinta literal son diferentes (P<0.05). EC = Enterococcus casseliflavus. EN =
Enterococcus. F-FR = Medios con formato de sodio. GCA-FR = Medios con glucosa, celobiosa y almidon. B-FR
= Medios con pasto bermuda. EC = Indculo bacteria sola. COC = Inéculo en Cocultivo. LR = Inéculo Liquido

ruminal. *mM por 100 mL producidos.

Por otro lado, las dietas con alta cantidad de forraje, el patron de AGV en la
fermentacion ruminal fluctia entre 65:25:10 a 70:20:10 (acetato: propionato: butirato,

en porcentaje molar) tal como se presentan los resultados en esta investigacion, por
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otra parte cuando la cantidad de concentrado en la racion se eleva por encima de 70%,

las proporciones de AGV varian entre 45:40:15 a 50:40:10 (Shimada 1991).

Segun Russel (1998) y Lila et al. (2005) afirman que la produccion de CH4 se asocia
con la relacion acético:propiénico producido en rumen. A mayor produccion de CHa4
mayor es el valor de la relacién acético:propionico (Gonzalez et al., 2012; Cuadro 17),
de acuerdo con esta aseveracion, se produce mayor cantidad de CHa4 en los medios
con F-FR para ambas bacterias. Si la relacion acético:propiénico llega a 0.5 la pérdida
energética es minima, pero si todos los carbohidratos fueran fermentados a &cido
acético y no se produjera propionato las pérdidas podrian llegar hasta 33%. La relacion
acético:propionico puede variar entre 0.9 y 4.0, por lo tanto las pérdidas por CH4 varian
ampliamente (Carmona et al., 2005). La relacién acético:propiénico promedio

medio/inéculo se presenta en el siguiente cuadro:

Cuadro 18. Relacion de acético/propionico de cada bacteria en la

interaccion medio — in6culo.

Bacteria Medio/ Relacion
In6culo Acet/Prop.
F-FR 5.2

EC GCA-FR 2.3
B-FR 2.9
F-FR 3.1

EN GCA-FR 2.3
B-FR 2.1

Calculados a partir de las concentraciones de AGV. EC = Enterococcus
casseliflavus. EN = Enterococcus. F-FR = Medios con formato de sodio. GCA-
FR = Medios con glucosa, celobiosa y almidéon. B-FR = Medios con pasto

bermuda. Acet = Acético. Prop = Propidnico.
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La produccion de AGV se da por la flora del rumen, pero la tasa de produccion varia a
lo largo del dia, pudiendo estar influenciada por la naturaleza de los patrones de la
dieta y la alimentacién de los animales (Seymour et al., 2005). El acetato y butirato
promueven la produccién de CHa, la produccién de propionato puede considerarse
como una ruta que compite por el uso de hidrdgeno en el rumen (Knapp et al., 2014), y
hasta donde se sabe la produccion de gas (CH4 y CO2) se da cuando el sustrato es
fermentado hasta acetato y butirato, porque la fermentacion del sustrato hasta
propionato produce solamente gas desde la neutralizacion del acido, por lo tanto una
menor produccion de gas se asocia con la fermentacién propiénica (Getachew et al.,

1998).

3.6.3.3 Degradacién in vitro de materia seca (DIVMS)

La degradacion in vitro de MS del pasto bermuda fue mayor por EC en COC (60.78%),
por su parte EN presentd su mayor degradacion en B-FR LR (54.48%) siendo
diferentes estadisticamente (P<0.05). Ambas bacterias en indculo solo presentaron las
degradaciones mas bajas en comparacion con el resto de los tratamientos, aunque fue
ligeramente mayor la degradacion de la EC y diferente de EN (P<0.05). Altas tasas de
degradacion indican una elevada disponibilidad de nutrientes para los microorganismos
ruminales, mientras que los valores bajos pueden ser el resultado de mayores
cantidades de fibra de detergente neutro (FDN), cuyos componentes quimicos pueden
reducir la velocidad de fermentacion de los sustratos (Juarez-Reyes et al., 2009); sin
embargo, en esta prueba los medios de cultivo de cada tratamiento tenian la misma
cantidad de componentes (nutrientes) disponibles para los microorganismos ruminales

inoculados, por lo tanto, esto indica que la poblacion y el tipo de bacterias presentes
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influyen sobre la DIVMS. El tratamiento de EC sola presentd la degradacién minima,
porque no hay presencia de microorganismos celuloliticos, no asi con los tratamientos
en FR y COC. Por otro lado, se ha discutido que la degradacion in vitro de los forrajes
también puede estar afectada por la disminucion del pH (Farenzena et al., 2014), sin
embargo, el uso de dietas altas en fibra el pH del fluido ruminal aumenta, al igual que el
acido acético y la relacion acético:propiénico es mayor, pero se ve disminuida la
concentracion de NHs, la concentracion de acido propionico y acido butirico (Renhua et
al., 2013); ademas, aumenta la cantidad de CHas producido por unidad de forraje
digerido (Robertson y Waghorn, 2002). La produccion de CHa tiene una correlacion
negativa con el contenido de proteina cruda de los forrajes (Gemeda y Hassen, 2014).
Aunque tampoco se puede inhibir por completo la metanogenesis, tal como lo reporta
Russell y Jeraci (1984); se ha comprobado que la inhibicion de la metanogénesis
mediante la utilizacion de monoxido de carbono disminuyé la digestibilidad de la
hemicelulosa y la celulosa en un 40 % y 27 % respectivamente, esto afecta
completamente los indices de digestibilidad, e indica que las bacterias celuloliticas no
pueden alterar facilmente su metabolismo, generar mas productos reducidos o
adaptarse a la disminucion en la transferencia de interespecies de H2 cuando la
comunidad de organismos consumidores del mismo es inhibida (Ramirez et al., 2014),
por lo tanto, cualquier método para suprimir la produccién de CHa en el rumen debe
estar acompafiado por un método para convertir el H2 producido en otro producto de

fermentacion porque la acumulacion de H2 podria detener la degradacion ruminal.
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3.6.3.4 Potencial de hidrogeno (pH).

El tipo de bacteria — medio — in6culo presentd interaccién para las variables pH,
potencial redox y la concentracion de bacterias totales (Cuadro 19). Los pH mas altos
se presentaron en los medios con F-FR (> a 7.18), mientras que los pH en rango de
6.42 — 6.68 predominaron principalmente en los medios con GCA-FR; en contraste, los
pH acidos de 5.90 — 5.98 se produjeron con el medio B-FR. En todos los medios existe
interaccion de los tres factores, por lo tanto las variables pH, potencial de oxido-
reduccion (redox) y concentracion de bacterias totales esta influenciado por el tipo de
bacteria inoculado, tipo de medio y tratamiento utilizado. El pH ruminal de animales
alimentados a base de forrajes oscila entre 6.2 — 6.8, y predomina materia organica
celulolitica, tal como ocurre en todos los tratamientos B-FR. Si el pH disminuye,
aumenta la presencia de amiloliticos, y predominan los lactobacilos cuando el pH es
menor de 5.5 (Contreras y Noro, 2010) situacibn que no se presenta en ningun

tratamiento.

El pH fisiologico oscila entre 5.5 a 7.0 y tal como se ha explicado, va a variar de
acuerdo con el tipo de sustrato que se fermente en rumen. Cuando ocurren cambios
bruscos en la dieta de los rumiantes y diminuye el pH tiende a disminuir la poblacion de
protozoarios (Contreras y Noro, 2010). Calsamiglia et al., (2009) encontraron una
correlacion entre el pH y las dietas, donde la inclusion de altos porcentajes de
concentrados (hasta 40 %) disminuyd el pH y aumentd la produccién de &cido
propionico, lo cual conduce a la disminucion en la produccién de CHa4 en los rumiantes.

La cantidad de H* producido va a depender del tipo de dieta y el tipo de
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microorganismo que fermente dicho nutriente, lo cual determinard también la eficiencia

del alimento debido a la produccién de CHay tipos de AGV producidos.

Cuadro 19. Valores de pH, redox y concentracion de bacterias de los tratamientos.

Bacteria Medio In6culo pH Redox Bacterias 10°
F-FR EC 6.58dce -177.47 3.80¢
F-FR cocC 7.18 -354.,2ba 3.10¢
F-FR LR 7.32ba -352.3bc 7.70dc
GCA EC 6.44fe -140.8" 6.32f
EC GCA cocC 6.52dfe -332.8¢d 6.72d%
GCA LR 6.60dc -342.6bcd 5.009
B-FR EC 6.564fce -168.49 3.80¢
B-FR cocC 5.909 -257.7¢ 7.80¢cd
B-FR LR 5.899 -272.2¢ 12.50P
F-FR EN 6.68¢ -169.19f 0.64/
F-FR cocC 7.402 -373.72 3.50¢
F-FR LR 7.32ba -373.92 6.644de
GCA EN 6.42f -136.6" 5.209
EN GCA cocC 6.64¢dc -322.7d 8.70¢
GCA LR 6.62dc -326.84 7.40d%
B-FR EN 6.58dce -152.19" 1.90'
B-FR cocC 5.969 -267.3¢ 12.70P
B-FR LR 5.989 -276.0¢ 14.442
EEM -- -- 0.00 0.00 0.00
Valor P
Bacteria <.0001 0.9915 <.0001
Medio <.0001 <.0001 <.0001
In6culo <.0001 <.0001 <.0001
Bact*Medio*In6culo 0.0565 0.0028 <.0001
a b c d e f g hij Medias en con distinta literal son diferentes (P<0.05). EC = Enterococcus

casseliflavus. EN = Enterococcus. F-FR = Medios con formato de sodio. GCA-FR = Medios con
glucosa, celobiosa y almidén. B-FR = Medios con pasto bermuda. EC = Inéculo bacteria sola. COC

= Inéculo cocultivo. LR = Inéculo liquido ruminal.

Se sabe que el alimentar a rumiantes con dietas de alto contenido energético a base de
cereales producen una rapida fermentacion de los almidénes y azlcares, por lo tanto
se produce una acidosis, que consiste en la baja del pH causado por la acumulacién de

acidos organicos (Krause y Oetzel, 2006); en otras palabras, la tasa de produccion
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microbiana de AGV es mayor a la tasa de absorcion del epitelio ruminal dando lugar a
la acumulacién en el rumen y por consiguiente el pH disminuye. En esta investigacion
el pH mas bajo se presentd en los tratamientos con B-FR COC y B-FR LR con valores

de 5.96 y 5.98 respectivamente.

3.6.3.5 Potencial de 6xido reduccién (redox)

El potencial redox en general mantuvo en valores negativos (Cuadro 19), lo que nos
indica la ausencia de oxigeno y poder reductor con condiciones de anaerobiosis de los
biodigestores por parte de las bacterias inoculadas. El tratamiento que presentd mayor
potencial de 6xido-reduccion fueron los medios con F-FR COC y F-FR LR con -373.7 y
-373.9 mV respectivamente, inoculados con la bacteria EN siendo iguales
estadisticamente (P<0.05). El potencial redox menor se presentd en el tratamiento

GCA-EN con 136.6 mV.

El potencial redox es un parametro que describe el modo de accién de los factores que
muestran la capacidad de influir sobre el poder reductor en el rumen (Richter et al.,
2010). En condiciones normales el ambiente ruminal anaerobio con un potencial redox
marcadamente negativo indican el fuerte poder reductor (Wang et al., 2012). El
potencial redox en promedio es de -350 mV, y puede variar desde -250 a 450 mV,
ademas es una medida que indica la actividad de los electrones y esta relacionado con
el pH y el contenido de oxigeno que es minimo en condiciones de anaerobiosis. Un
potencial redox positivo y de alta magnitud indica que existen condiciones de oxidacion
y cuando es negativo y de baja magnitud es de un ambiente reductor, por ello se ve
afectada la actividad metabdlica de los microorganismos (Contreras y Noro, 2010). En

esta investigacion no se afectd la actividad metabolica de los microorganismos
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inoculados por el potencial redox, porque se mantuvieron en valores negativos y de

baja magnitud.

3.6.3.6 Concentracion de bacterias totales

La concentracion de bacterias totales presentd interaccion para tipo de bacteria —
medio — indculo, por lo que la concentracion de bacterias esta influenciado por los tres
factores. La bacteria EN obtuvo una myor concentracion de bacterias totales que EC,
siendo los tratamientos B-FR los de mayor poblacion de microorganismos presentando
diferencias estadisticas en algunos tratamientos (P<0.05). Sin embargo, las
concentraciones de bacterias en cultivo puro fue mayor por EC siendo diferente
estadisticamente de EN (P<0.05). La concentraciéon minima de bacterias es de 10°, por
lo tanto no disminuye la poblacién en ningln tratamiento, al contrario, aumentaron en
los tratamientos con LR y en COC, lo que inidca que la prueba present6 las
condiciones ambientales para el desarrollo de los microorganismos. Las bacterias
aisladas en cultivo puro conservaron sus caracteristicas morfolégicas de aislamiento
aumentando su concentracion en una potencia (10°). Las bacterias en COC
compitieron por los sustatos dispobibles diminuyendo la produccién de CH4 en solo dos
tratamientos, sin embargo aun se considera un porcentaje bajo sobre la reduccion de
este gas. Las bacterias ruminales acetogénicas varian en su potencial para disminuir
CHa, por lo tanto, seria viable aislar una nueva bacteria ruminal acetogénica mas
eficiente. Tal como lo afirma Lopez et al. (1999) hasta ahora, no se ha tenido éxito la
disminucion de CHa4 con el uso de in6culos bacterianos a base de bacterias ruminales

acetogénicas.
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3.7 Conclusiones
- Se aislé y conservd en liofilizacion una bacteria ruminal en una concentracion de

3.4x107".

- Con la identificacién molecular de la bacteria aislada se identificd el género tratandose

de un Enterococcus, sin lograr obtener la especie.

- Al comparar dos bacterias aisladas, Enterococcus casseliflavus disminuye la

produccién de CH4 en 48.46% en medios de cultivo con formato de sodio, no asi para

medios de cultivo con glucosa, celobiosa y almidon; y pasto bermuda.

- Se comprobd que la bacteria del género Enterococcus produjo mayor cantidad de

AGYV totales.

- Es mayor la poblacién bacteriana de Enterococcus casseliflavus que Enterococcus,

ademas es mejor la de mayor concentracion de bacterias.

120



3.8 Literatura citada

Arcos-Garcia, J. L., R. Lopez-Pozos, H. A. Bernabé, J. Hoffman. 2007. La actividad
microbiana en la fermentacion ruminal y el efecto de la adicién de Saccharomyces
cerevisiae. Ciencia y Tecnologia Vol. 11. No. 32: 51-62.

Ashokkumar, K., K. Selvaraj, S. D. Muthukrishnan. 2013. Cynodon dactylon (L.) Pers.:
An updated review of its phytochemistry and pharmacology. J. Med. Plants Res.
Vol 7 (48): 3477 — 3483.

Boadi, D., C. Benchaar, J. Chiquette, and D. Masse. 2004. Mitigation strategies to
reduce enteric methane emissions from dairy cows: Update review. Can. J. Anim.
Sci. 84: 319-335.

Boccazzi P., J. A. Patterson. 2013. Isolation and initial characterization of acetogenic
ruminal bacteria resistant to acidic conditions. Agric. Food Anal. Bacteriol. 3: 129-
144.

Bryant, M. P. 1972. Commentary on the Hungate technique for culture of anaerobic
bacteria. Am. J. Clin. Nutr. 25: 1324-1328.

Calsamiglia, S., P. W. Cardozo, A. Ferret, A. Bach. 2009. Changes in rumen microbial
fermentation are due to a combined effect of type of diet and pH. J. Anim. Sci 86:
702-711.

Carmona J.C., D.M Bolivar, L. A. Giraldo. 2005. ElI gas metano en la produccion
ganadera y alternativas para medir sus emisiones y aminorar su impacto a nivel
ambiental y productivo. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias. 18 1: 49-63.

Clark, H., C. Pinares-Patifio, C. De Klein. 2005. Methane and nitrous oxide emissions
from grazed grasslands. In: McGilloway, D.A. Grassland: A global resource.
Academic Publishers. Wageningen, The Netherlands. pp. 279-293.

Cobos, M. A., and M. T. Yokoyama. 1995. Clostridium paratrificum var. ruminantium:
colonization and degradation of shrimp carapaces in vitro observed by scanning
electron microscopy. In: Rumen Ecology Research Planning. Wallace R. J. and
Lahlou-Kassi (eds). Proceedings of a wokshop held at the International Livestock
Research Institute (ILRI), Addis Ababa, Ethiopia. pp 151-161.

Contreras, P. A., M. Noro. 2010. Rumen, morfofisiologia, trastornos y modulacion de la
actividad fermentativa. 3ra ed. Valdivia. America. 135 p.

Delgado, D. C., J. Galindo, J. Cairo, I. Orta, M. Dominguez, N. Dorta. 2013.
Suplementacién con follaje de L. leucocephala. Su efecto en la digestibilidad
aparente de nutrientes y produccion de metano en ovinos. Rev. Cubana de
Ciencia Agricola, Tomo 47, Numero 3: 267-271.

121



De Vos, P., G. M. Garrity, D. Jones, N. R. Krieg, W. Ludwig, F. A. Rainey. K. Schleifer
and, W. B. Whitman. 2009. Bergey’'s Manual® of Systematic Bacteriology.2nd Ed.
Vol. 3. The Firmicutes. Springer Dordrecht Heidelberg London New York.1422 p.

Dong, X., A. J. M. Stams. 1995. Evidence for H2 and formate formation during
syntrophic butyrate and propionate degradation. Anaerobe 1: 35-39.

Doyle, J. J., J. L Doyle. 1990. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus Vol. 12,
no. 1, p. 13-15.

Ellis, J. E., A. G. Williams, D. Llyod. 1990. Formate and glucose stimulation of methane
and hydrogen production inrumen liquor. Current Microbiology Vol. 20: 251-254.

Erwin, E. S., G. J. Marco, E. M. Emery. 1961. Volatile fatty acid analyses of blood and
rumen fluid by gas chromatography. J. Dairy Sci. 44: 1768-1771.

FAO. 2010. Greenhouse gas emissions from the dairy sector. A life cycle assessment.
Food and Agriculture Organization of the United Nations, Rome.

Farenzena, R., G. V. Kozloski, M. P. Mezzomo, A. C. Fluck. 2014. Forage degradability,
rumen bacterial adherence and fibrolytic enzyme activityin vitro: effect of pH or
glucose concentration. J. Agricul. Sci. 152: 325-332.

Franz, C., M. Stiles, K. Schleifer, y W. Holzapfel. 2003. Enterococci in foods — A
conundrum for food safety. Int. J. Food Microbiol. 88: 105-122.

Gagen, E. J., J. Wang, J. Padmanabha, J. Liu, I. Pena, X. Liu, R. . Webb, M. Morrisn,
S. E. Denman, C. S. McSweeney. 2014. Investigation of a new acetogen isolated

from an enrichment of the tammar wallaby forestomach. BMC Microbiology 14:
314.

Gemeda, B. S., A. Hassen. 2014. In vitro fermentation, digestibility and methane
production of tropical perennial grass species. Crop Pasture Sci. 65(5): 479 - 488.

Getachew, G., M. Blummel, H. P. Makkar, K. Becker. In vitro measures techniques of
assessment of nutricional quality of feeds: a review. Anim. Feed Sci. Technol. 72:
261-281.

Gonzalez, N., J. Galindo, A. I. Aldana, O. Moreira, L. Sarduy. 2012. Efecto de diferentes
niveles de inclusion de Morus alba Linn. vc. Cubana en la fermentacién y
produccion de metano en condiciones in vitro con liquido ruminal de bufalos de rio
(Bubalus bubalis). Revista Cubana de Ciencia Agricola, Tomo 46, Nimero 2: 151
—157.

Hook, S. E., A. D. Wright, B. W. McBride. 2010. Methanogens: methane producers of
the rumen and mitigation strategies. Hindawi Publishing Corporation, Archaea.
Article ID 945785.

Hungate, R. E. 1966. The Rumen and its Microbes. Academic Press, New York, N. Y.
533 pp.

122



Hungate, R. E. 1969. A roll tube method for cultivation of strict anaerobes. In: Methods
in Microbiology, J. R. Norris and D.W. Ribbons (eds). Vol. 3. Academic Press, New
York. pp 117-132.

IPCC. 2007. How has the science of climate change advanced since the IPCC began.
Intergovernmental Panel on Climate Change, New York.

Johnson K. A., D. E. Johnson. 1995. Methane emissions from cattle. J. Anim. Sci. 73:
2483-2492.

Juarez-Reyes, A. S., M. A. Cerrillo-Soto, E. Gutiérrez-Ornelas, E. M. Romero-Trevifio,
J. Colin-Negrete, H. Bernal-Barragan. 2009. Assessment of the nutritional value of

tropical grasses obtained from conventional analyses and in vitrogas production.
DE MEXICO Téc. Pecu. Méx; 47(1): 55 - 67.

Kirchgessner, M., W. Windisch, and H. L. Muller. 1995. Nutritional factors for the
guantification of methane production. In: Ruminant physiology: digestion,
metabolism, growth and reproduction (Ed. W. von Engelhardt, S. Leonhard-Marek,
G. Breves and D. Gieseke). Ferdinand Enke Verlag, Stuttgart, 333-348.

Knapp J. R., G. L. Laur, P. A. Vadas, W. P. Weiss, J. M. Tricarico. 2014. Invited review:
Enteric methane in dairy cattle production: Quantifying the opportunities and
impact of reducing emissions. J. Dairy Sci. 97: 3231-3261.

Krause, K. M., G. R. Oetzel. 2006. Understanding and preventing subacute ruminal
acidosis indairy herds: A review. Anim. Feed Sci. Technol. 126: 215-236.

Lila, Z. A., N. Mohammed, S. Kanda, M. Kurihara, H. tabashi. 2005. Sarsaponin effects
on ruminal fermentation and microbes, methane production, digestibility and blood
metabolites in steers. Asian-Aust. J. Anim. Sci. 18: 1746.

Liu H, Jin Wang, Aijie Wang, Jian Chen. 2011. Chemical inhibitors of methanogenesis
and putative applications. Appl. Microbiol. Biotechnol. 89: 1333-1340.

Lopez, S., F. M. Mcintosh, R. J. Wallace, C. J. Newbold. 1999. Effect of adding
acetogenic bacteria on methane production by mixed rumen microorganisms.
Anim. Feed Sci. Technol. 78: 1-9.

Meale, S. J., A. V. Chaves, J. Baah, T. A. McAllister. 2012. Methane Production of

Different Forages in vitro Ruminal Fermentation. Asian-Aust. J. Anim. Sci. Vol. 25,
No. 1: 86 — 91.

Posada, S. L. y R. R. Noguera. 2005: Técnica in vitro de produccion de gases: Una
herramienta para la evaluacion de alimentos para rumiantes. Lives. Res. Rural
Dev. Vol. 17 (4)

Ramirez, J.F., O. S. Posada, R. Noguera. 2014. Ruminal methanogenesis and

mitigation strategies. ISSN 1900-9607. Revista CES Medicina Veterinaria y
Zootecnia. Vol 9. No 2.

123



Renhua, N., D. Hongming, Z. Zhiping, C. Yongxing. 2013. Effects of forage type and
dietary concentrate to forage ratio on methane emissions and rumen fermentation
characteristics of dairy cows in China. Agricul. Biosystems Engin. Vol. 56 (3):
1115-1122.

Richter, M., L. Kfizova, J. Tfinacty. 2010. The effect of individuality of animal on diurnal
pattern of pH and redox potential in the rumen of dry cows. Czech J. Anim. Sci.,
55, (10): 401-407.

Robertson L. J.,, G. C. Waghorn. 2002. Dairy industry perspectives on methane
emissions and production from cattle fed pasture or total mixed rations in New
Zealand. Proc NZ Soc. Anim. Prod. 62: 213-218.

Russel, J. B. 1998. The importance of pH in the regulation of ruminal acetate to
propionate ratio and methane production. J. Dairy. Sci. 81: 3222.

Russell, J. B., J. L. Jeraci. 1984. Effect of carbon monoxide on fermentation of fiber,
starch, and amino acids by mixed rumen microorganisms in vitro. Appl. Environ.
Microbiol. 48 (1): 211-217.

SAS. Institute Inc. 2011. SAS/STAT® 9.3. User’s Guide, Cary, NC: SAS Institute Inc.

Seymour, W. M., D. R. Campbell, Z. B. Johnson. 2005. Relationships between rumen
volatile fatty acid concentrations and milk production in dairy cows: a literature
study.

Shimada, Y. A. 1991 Metabolismo de los carbohidratos. En: Pérez D.M. Ed. Manual
sobre ganado productor de leche. Ed. Diana México. pp. 44-63.

Vargas, J., E. Cardenas, M. Pabén, y J. Carulla. 2012. Enteric methane emission by
grazing ruminants. Arch. Zootec. 61 (R): 51-66.

Yang, C. L., L. L. Guan, J. X. Liu, J. Wang. 2015. Rumen fermentation and acetogen
population changes in response to an exogenous acetogen TWA4 strain and
Saccharomyces cerevisiae fermentation product. Univ-Sci B (Biomed &
Biotechnol) in press JZUS 1: 1-13.

Wang, C. T., C. M. Yang, Z. S. Chen. 2012. Rumen microbial volatile fatty acids in
relation to oxidation reduction potential and electricity generation from straw in
microbial fuel cells. Biomass and Bioenergy 37: 318-329.

124



CONCLUSIONES GENERALES

- Se logro aislaron dos bacterias ruminales en medios selectivo anaerobio para

bacterias acetogénicas a base de acetato-formato fluido ruminal.

- La primera bacteria aislada fue identificada molecularmente como Enterococcus
caseliflavus y la segunda solo se identificé el género Enterococcus sin conocer

la especie.

- Hasta ahora no existen reportes sobre las bacterias del género Enterococcus y
especificamente la especie casseliflavus disminuya la produccién de CHa4 por

competencia vs bacterias metanogénicas.

- Se logré disminuir la produccion de CHs4 numeramicamente en medios con
formato-fuido ruminal en cocultivo. En medios con glucosa celobiosa y almidén

en cocultivo la produccion de CHs4 aumenta.

- Al comparar las dos bacterias aisladas es mejor Enterococcus casseliflavus
sobre la disminucibn de CHas, logrando disminuir 48.46%, sin embargo

Enterococcus produce mayor cantidad de AGV.

- Propondria repetir la identificacion molecular las bacterias aisladas y realizar una

prueba in vivo.
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