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RESUMEN

La produccion ganadera en regiones tropicales como Colombia, se basa principalmente en el
suministro de forrajes para la alimentacion animal. La degradacion del material
lignocelulésico contenido en los forrajes esta a cargo del consorcio microbiano ruminal, en el
cual las bacterias celuloliticas participan en la degradacion de los carbohidratos estructurales
hasta acidos grasos volatiles asimilables por el rumiante, lo que sugiere que estos
microorganismos tienen un potencial metabdlico con alta capacidad para aprovechar
diferentes sustratos. El estudio de los microorganismos ruminales involucrados en el
metabolismo de los acidos grasos insaturados es de gran importancia y utilidad debido al
efecto positivo que tienen este tipo de compuestos sobre la salud humana, especificamente el
acido linoléico conjugado contenido en la carne, leche y demas productos alimenticios
derivados de la industria ganadera que han mostrado actividad anticancerigena,
antidiapogénica y antidiabética. La dieta, la variacion individual, el flujo de acido vaccénico
desde el rumen, y la actividad de la A9-desaturasa en glandula mamaria, han sido implicados
como factores que influyen en la concentracion final del acido linoléico conjugado en la carne
y la leche proveniente de los rumiantes. En la busqueda de suplementos alimenticios que
contribuyan al mejoramiento de los procesos de digestion y utilizacion de los forrajes por
parte de los bovinos, se ha propuesto que la harina de yuca y la biomasa, como residuo de la
produccion de biocombustibles, podrian constituirse en suplementos de los forrajes y en una
fuente rica de proteina y energia para el rumiante. Considerando la participacion de las
bacterias celuloliticas ruminales, y especificamente de Butyrivibrio fibrisolvens, en el proceso
de biohidrogenacién y demas procesos de la fermentacion ruminal, el objetivo de este estudio
fue caracterizar aislamientos nativos de B. fibrisolvens, determinar la densidad poblacional de
bacterias celuloliticas, de B. fibrisolvens y la concentracion de acido vaccénico, al
suplementar dietas basadas en pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum Hoechst Ex Chiov.),

con harina de yuca y biomasa efluente de la produccion de etanol en el simulador de Rumen -



Rusitec. Se caracterizaron dos aislamientos nativos de bacterias ruminales identificados como
B. fibrisolvens y se evaluaron cuatro tratamientos (T) con la siguiente composicion:
T1/Control 1: 100% pasto Kikuyo con un aporte total de 23,9% de proteina, T2: una mezcla
constituida por 70% pasto Kikuyo, 20% biomasa y 10% harina de yuca con un aporte total de
19,4% proteina, T3/Control 2: 100% pasto Kikuyo con un aporte total de 17,8% proteina 'y T4:
70% pasto Kikuyo, 20% biomasa y 10% harina de yuca con un aporte total de 15,3% de
proteina. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una y dos vias y se determino el
coeficiente de correlacion de Pearson. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.005) en la densidad poblacional de bacterias celuliticas viables (UFC/ml) y
de B. fibrisolvens (células/ml) con el tratamiento T2, con respecto a los tratamientos T1, T3y
T4. Adicionalmente, se detectd un aumento significativo (p<0.005) en la concentracion de
acido vaccénico (mg/L) en el contenido ruminal del Rusitec con el mismo tratamiento (T2).
Los resultados obtenidos en este estudio de simulacion ruminal indican que la suplementacion
del pasto Kikuyo con harina de yuca y biomasa favorecen el crecimiento de las bacterias
celuloliticas ruminales y de B. fibrisolvens, asi como la producciéon de acido vaccénico, y
sugieren el potencial nutricional que podria tener este tipo de suplementacion en la

alimentacion de bovinos en pastoreo.

INTRODUCCION

La produccion ganadera en regiones tropicales como Colombia, se basa principalmente en el
suministro de forrajes para la alimentacion animal (1). La degradacién del material
lignocelulésico contenido en los forrajes estd a cargo del consorcio microbiano ruminal,
especificamente, las bacterias celuloliticas participan en la degradacion de los carbohidratos
estructurales hasta acidos grasos volatiles asimilables por el rumiante, lo que sugiere que estos
microorganismos tienen un potencial metabdlico con alta capacidad para aprovechar
diferentes sustratos (2). La biodiversidad (riqueza y abundancia) de especies microbianas que
habitan el ecosistema ruminal esta influenciada por multiples factores, tanto intrinsecos al
ecosistema ruminal como externos a este. Entre los factores internos se destacan la
temperatura del rumen, el pH, el potencial redox, la capacidad de amortiguacién del contenido
del rumen y la presion osmotica, y entre los factores externos esta la frecuencia de

alimentacion y edad del animal, condiciones geogréficas y ambientales ademas del tipo de



dieta consumida, siendo este ultimo uno de los factores que influye principalmente en la

biodiversidad de la microbiota ruminal (2-4).

Butyrivibrio fibrisolvens es una bacteria ruminal anaerobia estricta, con alta actividad
celulolitica, hemicelulolitica, proteolitica y urolitica, representa una porcion significativa (10-
30%) de las bacterias ruminales cultivables (5). Esta bacteria cumple un papel central en la
degradacion de la fibra, ha sido identificada como la principal especie bacteriana que participa
en el proceso de biohidrogenacion de los acidos grasos insaturados contenidos en las dietas
basadas en forrajes, granos y aceites (6), proceso que conlleva al incremento de la
concentracion de acidos grasos en la leche y la carne proveniente de los rumiantes (7). El
Acido Linoléico Conjugado (ALC), por ejemplo, es uno de los acidos grasos derivados del
proceso de biohidrogenacion, al cual se le atribuyen diversos efectos benéficos en la salud
humana (5, 6, 9), como actividad anticancerigena, antidiapogénica y antidiabética (10). El
ALC se encuentra en una proporcion muy pequefia en los granos y en el forraje y es en el
ambiente reductor del rumen donde se da inicio a su sintesis, mediante la transformacion
(hidrogenacion) del acido linoléico en acido vaccénico y acido ruménico, principalmente (9).
En este sentido, la bacteria Butyrivibrio fibrisolvens esta involucrada de manera significativa
en la hidrogenacion del acido linoléico, al participar en el proceso que da origen al acido
vaccénico como uno de los precursores principales del ALC (8, 9). Posterior al metabolismo
ruminal, el acido vaccénico (trans-11C18:1) puede ser desaturado en el carbono 9 por las
enzimas desaturasas de la glandula mamaria, intestinales y/o hepéticas de los rumiantes,
transformandose en ALC (forma 9c-11t) (10).

La calidad nutricional de algunos pastos disponibles en diferentes regiones de Colombia, es
generalmente baja y su produccion es estacional, lo que disminuye el rendimiento y calidad
en la obtencion de la carne y leche como productos derivados de la ganaderia (11). Algunos
estudios han sugerido que la suplementacion de las dietas mejora la utilizacion de los forrajes
con alto contenido en fibra y baja digestibilidad, potencia la biodiversidad de los
microorganismos ruminales, los procesos de fermentacion ruminal, y por ende, la
productividad de los animales (6, 7). En la busqueda de suplementos alimenticios como una
alternativa para el mejoramiento de los procesos de digestion y degradacién de los forrajes

por parte de los bovinos, se han propuesto varias alternativas de suplementacién de los pastos,
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principalmente con carbohidratos fermentables y aditivos tales como aceites, alimento

concentrado y granos (12).

En el afio 2008 y con el apoyo del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia,
se creo en el pais el Programa Nacional de Alcoholes Carburantes, con el proposito de evaluar
la factibilidad de la produccion de etanol a partir de la cafia de azUcar y otras fuentes agricolas
como banano, yuca y sorgo, con el fin de mejorar la calidad de las gasolinas mediante la
oxigenacion bioldgica y la sustitucion de compuestos como el éter metil tert butirico, debido a
la contaminacion del suelo y agua subterranea que genera su uso (13,15). En este sentido, la
yuca (Manihot esculenta Crantz) ha sido considerada como una de las alternativas potenciales
para la produccion de etanol que junto con el maiz, la cafia de azucar y el arroz, constituyen
las fuentes de energia mas importantes en las regiones tropicales del mundo, convirtiéndose
en uno de los cultivos alternativos con mayor potencial para la produccién de etanol (17). Del
proceso de produccion de etanol se derivan algunos subproductos, como la biomasa
(levaduras ricas en proteina), para la cual es pertinente buscar una disposicion final que sea
amigable con el ambiente e incluso Util para otros sistemas de produccion del pais. Una de las
lineas estratégicas de investigacion del Programa Nacional de Alcoholes Carburantes, ha sido
el disefio y optimizacion de dietas alimenticias para bovinos, basadas en el uso de algunos de
los subproductos de la industria de los biocombustibles, con el fin de incrementar la
productividad y mejorar la calidad composicional de la leche y carne bovina. La yuca ha sido
considerada un alimento energético basico en gran parte de la industria de alimentos
balanceados para animales, por su contenido de proteina y almidon (15, 16). En
consideracién, se ha propuesto que la harina de yuca y la biomasa proveniente de la
produccion de etanol podrian constituirse en una estrategia adecuada de suplementacion de
pastos en situaciones en que las praderas son insuficientes para lograr niveles aceptables de
produccion, y como una fuente adicional de proteina y energia para los bovinos (17). El pasto
kikuyo (Pennisetum clandestinum Hoechst Ex Chiov.) se ha constituido en la base de la
alimentacion de los sistemas de produccion lechera especializada en Colombia (20). Esta
graminea tiene un crecimiento agresivo evitando la invasion por parte de otras especies
forrajeras, es resistente al pisoteo y responde positivamente a la fertilizacion orgéanica, esta
distribuida ampliamente en la region Andina del pais y es reconocida facilmente por técnicos
y productores (21). Considerando que la calidad del forraje disminuye a mayor edad de la

planta, donde se incrementa la porcién fibrosa, disminuye el contenido de proteinas, la



digestibilidad y la disponibilidad de energia para el animal, siendo necesario la evaluacién de
diferentes alternativas de suplementacion energética que aporten a la nutricion del animal
(18, 19), es posible que la suplementacion de forrajes como el Kikuyo, ampliamente usado y
aceptado en la industria ganadera, podria potenciar ain mas el proceso de biohidrogenacion
ruminal, con la formacion subsecuente de los principales componentes del ALC: &cido

ruménico (cis-9, trans-11) y &cido vaccénico (trans-11C18:1).

Considerando la participacion de las bacterias celuloliticas ruminales en la degradacion de la
fibra y otros polimeros insolubles vegetales no degradados por el animal hasta la produccién
de &cidos grasos volatiles (acetico, lactico, propionico y butirico) como la principal fuente de
energia para las células, asi como la participacion de B. fibrisolvens en el proceso de
biohidrogenacion para la produccion de ALC como indicadores importantes de la
fermentacidn ruminal, el objetivo de este estudio fue caracterizar aislamientos nativos de B.
fibrisolvens y la densidad poblacional de bacterias celuloliticas, de B. fibrisolvens y la
concentracion de acido vaccenico, en respuesta a la suplementacion de dietas forrajeras
(Pennisetum clandestinum Hoechst Ex Chiov.), con harina de yuca y biomasa efluente de la

produccioén de etanol en un simulador de la fermentacion ruminal (Rusitec).

MATERIALES Y METODOS

Aspectos éticos del estudio. Este estudio contd con el aval del Comité de Etica en
experimentacién con animales de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin, acta
cédigo CEMED-07 del 2 de diciembre del 2008, que verifico la proteccion del medio

ambiente y de los bovinos canulados con proposito experimental.

Simulacion de la fermentacidon ruminal (Rusitec), cuantificacion de bacterias
celuloliticas viables y de Butyrivibrio fibrisolvens.
Tipo de estudio: experimental comparativo por tratamientos.

-Inoculo de microorganismos ruminales. Como inoculo inicial para la puesta en
marcha del Simulador de la fermentacion ruminal (Rusitec), se empled contenido ruminal
proveniente de cuatro vacas hembras de raza Holstein (700 £ 25 kg peso vivo) fistuladas al
rumen, alimentadas con una dieta basal de pasto kykuyo (Pennisetum clandestinum Hoechst
Ex Chiov.) y mantenidas en la finca Paysandu de la Universidad Nacional de Colombia sede



Medellin, ubicada en el corregimiento de Santa Elena, a una altura de 2500 m.s.n.m. y una
temperatura promedio de 14°C (22). El Rusitec estd compuesto por ocho vasos secuenciales
(fermentadores), con una capacidad maxima de 700 ml (23). Los experimentos de simulacion
de la fermentacion ruminal fueron realizados en el laboratorio del Grupo de Biotecnologia
Ruminal y Silvopastoreo - BIORUM de la Universidad Nacional, de acuerdo a los protocolos
propuestos por Czerkawski et al, (23). Para la puesta en marcha del Rusitec, en cada
fermentador se depositd lo siguiente: 200 ml de saliva artificial (pH= 8,4, 9,8 g de NaHCOg3,
3,72g de Na,HPO,, 0,47 g de NaCl, 0,57 g de KCI, 0,053g de CaCl,2H,0 y 0,128 g de
MgCI,6H,0 de cada componente por litro), 500 ml de fluido ruminal y una porcién sélida de
contenido ruminal (80 gr), estas fracciones fueron obtenidas de manera separada después de la
filtracion usando cuatro capas de tela muselina, esto para garantizar la inclusion de los
microorganismos presentes tanto en la fraccion liquida como solida del contenido ruminal,
todo el experimento se realiz6 a una temperatura constante de 39°C. El procedimiento de
simulacion de la fermentacion ruminal se realizo en dos periodos de siete dias distribuidos asi:
un periodo de adaptacion de cuatro dias y un periodo de medicién de tres dias (quinto al
séptimo dia de simulacion).

-Tratamientos a evaluar en el Rusitec. El pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum
Hoechst Ex Chiov) fue la especie forrajera seleccionada para evaluar el efecto de la
suplementacion con harina de yuca y biomasa proveniente de la produccion de etanol, sobre la
densidad poblacional de bacterias celuloliticas y de B. fibrisolvens, en el sistema de
simulacion ruminal Rusitec. El pasto kikuyo fue obtenido en el municipio de San Pedro de los
Milagros, con una edad de rebrote de 35 dias, manejado bajo fertilizacion nitrogenada con
urea; se incluyeron dos tipos de kikuyo de calidad nutritiva contrastante de acuerdo con el
contenido de proteina, clasificAndose de buena y baja calidad, para evaluar la respuesta a la
suplementacion con biomasa y harina de yuca. La cantidad de pasto Kikuyo mas el sustrato
evaluado en cada fermentador fue de 18 gr. (10,3 — 15,5 g de materia seca). El pasto con un
tamafio de particula de 1,5 mm se deposit6 en bolsas de nailon con un tamafio de poro de 45
um. Para evitar diluir los productos de la fermentacion en el sistema, se establecieron tasas de
dilucién de 3,5%/hora (24). La evaluacion de los tratamientos en el Rusitec fue de la siguiente
manera: en el dia cero del experimento se inicioé con una prueba en el fermentador Rusitec con
8 vasijas de fermentacion (2 vasijas por tratamiento), una vez fue agregado a cada vasija el

liquido ruminal y la saliva artificial, en cada vasija se introdujo una bolsa de nailon que



contenia 18 g del tratamiento correspondiente a evaluar y una bolsa de nailon con contenido
ruminal (80 g), y esta ultima bolsa se retird a las 48 horas de iniciada la incubacion. En los
dias siguientes (1 al 7) la bolsa que habia permanecido dos dias en cada fermentador fue
sustituida por una nueva bolsa con sustrato cada 24 horas. Durante los dias 5, 6 y 7 se
recolectd liquido ruminal de cada vasija de fermentacion antes de cambiar la bolsa con el
sustrato, para la cuantificacion de microorganismos ruminales, la determinacion de acido
vaccénico y la medicién inmediata del pH. Se realizaron dos réplicas del experimento de
simulacion en dos momentos diferentes, con un intervalo de tiempo entre las réplicas de 15
dias manteniendo las mismas condiciones entre ellas, esto para estimar de manera mas precisa
el efecto de la suplementacion del Kikuyo sobre la poblacién microbiana a evaluar. Los
tratamientos evaluados fueron: T1/Control 1: 100% pasto Kikuyo con un aporte total de
23,9% de proteina, T2: una mezcla constituida por 70% pasto Kikuyo 20% biomasa y 10%
harina de yuca con un aporte total de 19,4% proteina, T3/Control 2: 100% pasto Kikuyo con
un aporte total de 17,8% proteina y T4: 70% pasto Kikuyo 20% biomasa y 10% harina de
yuca con un aporte total de 15,3% de proteina (Tabla 1y 2).

-Procedimiento de muestreo para la cuantificacion de bacterias celuloliticas
viables y de B. fibrisolvens. De la mezcla resultante del contenido ruminal recolectado de las
cuatro vacas hembras de raza Holstein, se tomaron 35 ml para realizar el aislamiento de cepas
nativas de B. fibrisolvens y determinar la cantidad inicial de bacterias celuloliticas, de B.
fibrisolvens y la concentracion inicial de acido vaccénico, contenidas en el inoculo inicial.
Luego del periodo de adaptacion del sistema, durante los tres dias de muestreo, se extrajo de
cada fermentador y cada 24 horas dos alicuotas de liquido ruminal: 15 ml para realizar la
medicion del pH y los procedimientos de cuantificacion de bacterias celuloliticas, y 20 ml que
fueron almacenados a -20°C con dos propositos: la extraccion de ADN para la cuantificacion
de B. fibrisolvens mediante qPCR en tiempo real y la medicién del &cido graso vaccénico
mediante cromatografia de gases usando un cromatdgrafo gaseoso de la marca Agilent 6890,
en una columna: DB-23, capilar de 50.0 m con didmetro interno de 0.25 mm, un espesor de
pelicula de 1.4 um, temperatura del detector de 280 °C y temperatura del Inyector de 250 °C,
inyeccion de Hidrégeno (gas portador): 40 m/seg, detector Flujo de H, = 45 mL/min y Flujo
de aire = 450 mL/min.

-Cuantificacion de bacterias celuloliticas viables. A partir de 1 ml de la muestra

tomada del inoculo inicial y de cada fermentador, durante el periodo de muestreo, se



realizaron diluciones seriadas (hasta 10°®) por triplicado en medio de dilucién (sales de fosfato
y minerales, Resarzurina, Carbonato de calcio y L-cisteina HCL). De las diluciones 10 a 10°®
se tomd 1 ml y se adiciond en medios solidos pre-reducidos preparados con la técnica del tubo
rodado o Roll tube (25). Los medios de cultivo contenian fluido ruminal clarificado al 40%,
celubiosa al 0,1% y extracto de levadura al 0,25%, y demas componentes recomendados por
Grubb and Dehoroty (26). Para la formacion de la pelicula de medio solido en los tubos de
cultivo, se adicion6 agar a una concentracion final de 1,5% (26), y el procedimiento de
siembra se realiz6 en condiciones de anaerobiosis mantenidas por medio de la inoculacion de
la muestra a través del tapon de caucho del tubo herméticamente cerrado usando una jeringa
gasificada con N,. El recuento bacteriano se realizd en un estéreomicroscopio (Olympus
SZ61, California, USA) después de 72 horas de incubacién a 39°C y los resultados fueron

expresados como Unidades Formadoras de Colonia (UFC/ml).

-Caracterizacion morfoldgica, funcional y molecular de las cepas nativas de B.

fibrisolvens aisladas a partir del inoculo inicial.

Para la caracterizacion morfolégica, funcional y molecular de las cepas nativas se emple6 la
cepa de referencia de Butyrivibrio fibrisolvens ATCC (American Type Culture Collection)
#19171. Los medios de cultivo para B. fibrisolvens se prepararon con glucosa, maltosa y
almidén soluble cada uno al 0.05%, se suplementaron con fluido ruminal clarificado al 30% y
se ajustaron a un pH de 6.9. Este microorganismo se cultivé a 39°C en condiciones anaerobias
en atmosfera de CO, usando una camara BACTRON Il (Sheldon Manufacturing Inc., OR,
USA). Para garantizar la viabilidad de la cepa de referencia y de los aislamientos nativos se
preservaron varias alicuotas congeladas a -80°C con medio liquido suplementado con fluido

ruminal clarificado (40%) y glicerol (17%).

Se evaluaron las colonias obtenidas en medio sélido a partir del inoculo inicial, mediante la
observacion directa de cada colonia en un estéreomicroscopio (Olympus SZ61, CA, USA),
adicionalmente se realiz6 tincion de Gram con modificacién de Koppelof (27) para la
descripcion microscopica de las células en el microscopio (Nikon-Eclipse E200, MA, USA).
A partir de cultivo puro en medio liquido se evalud la fermentacion de los siguientes
sustratos: xilosa, celubiosa, maltosa, glucosa, esculina, lactosa, caseina, gelatina, citrato,
almiddn, y se determind la produccion de acido sulfarico, indol, movilidad y gas, asi como el

requerimiento de fluido ruminal, segun lo descrito por Dehoroty para algunas bacterias



ruminales (28). Adicionalmente como evidencia para la identificacion de las cepas nativas de
B. fibrisolvens, se realizo la determinacion de los productos finales de la fermentacion de
acidos grasos volatiles, formico, lactico, butirico, propionico y succinato mediante
cromatografia en capa fina (29) con el método Silica Gel HR, extra puro (E. Merck AG,
Darmstadt, Alemania), el solvente usado fue dietil éter-hexano (1:1). Los compuestos fueron
detectados como puntos oscuros en las placas e irradiados con luz ultravioleta,
posteriormente se calcularon los valores del factor de retenciéon (Rf) de cada compuesto por

comparacion con los valores de Ry de la cepa control ATCC #19171 (29)

Para la caracterizacién molecular de los aislamientos nativos, se tomaron los cultivos puros
correspondientes a las cepas con caracteristicas morfoldgicas y funcionales compatibles con
B. fibrisolvens. Se realizd la extraccion del ADN usando el estuche comercial DNeasy®
Blood & Tissue (QIAGEN, MD, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR convencional) se amplifico la secuencia
nucleotidica parcial del gen ARNr 16S (246 pb). Los cebadores usados para la amplificacion
del gen ARNr 16S de B. fibrisolvens fueron los descritos por Balamurugan et al. (30). En
cada procedimiento de PCR se utiliz6 como control positivo de la amplificacion el ADN
extraido de la cepa de referencia ATCC #19171. Se optimizaron las condiciones de PCR
mediante el analisis de un gradiente de temperatura (52-58°C) en un Termociclador
convencional (BIO-RAD, CA, USA).

Cada reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 25 pl con Buffer 1x, 1.5 mM de
MgCl,, 0.5 uM de cada cebador, 0.65 U de Taq DNA polimerasa (Bioline, MA, USA), 0.2
mM de dNTPs y 50 ng del ADN genémico. Los ciclos de amplificacion incluyeron la
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos, y la repeticion 30 veces del ciclo de
amplificacion (94 'C -30 s, 55 'C-30 s y 72 ‘C-30 s) con un ciclo de extension final a 72°C
durante 3 min. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al
1%, teniidos con EZvision™ Dye como agente intercalante (AMRESCO Inc. OH, USA) y
visualizados en un fotodocumentador Gel Doc 2000 system (BIORAD, CA, USA). Los
productos obtenidos de la amplificacion fueron enviados a la empresa MACROGEN

(Rockville, MD, USA) para su purificacion y secuenciacion bidireccional.

Las secuencias de ADN fueron editadas, ensambladas y alineadas usando el programa

Geneious Pro 5.4.4 (31). Desde el programa Geneious se realiz6 un andlisis BLASTn (NCBI,



GenBank) y los analisis filogenéticos, maxima verosimilitud e inferencia bayesiana, usando
las secuencias obtenidas de los aislamientos nativos y secuencias reportadas en el GenBank
para cepas de referencia de los géneros Butyrivibrio y Pseudobutyrivibrio provenientes de
diferentes estudios (Tabla 3). Los analisis de méaxima verosimilitud fueron llevados a cabo
usando el programa PAUP 4.0b10 (32) con el modelo evolutivo seleccionado con el programa
ModelTest 1.2.1 (33) bajo el criterio AIC (Akaike information criterion). EI modelo
seleccionado fue implementado en el archivo de entrada para PAUP 4.0b10, con una
busqueda heuristica de la topologia y el algoritmo TBR para intercambiar las ramas y
finalmente generar un arbol consenso a partir de 1000 replicas (Bootstrapping). El andlisis de
las relaciones filogenéticas mediante inferencia bayesiana (34) fue realizado en el programa
MrBayes (35) usando el modelo evolutivo especifico para el conjunto de secuencias parciales
ARNr 16S incluidas en el analisis. EI nimero de generaciones fue de 1100000 con dos
ejecuciones simultdneas y 8 cadenas, representando 2751 muestras analizadas de la

distribucion de probabilidades a posteriori.

-Cuantificacion de B. fibrisolvens mediante gPCR en tiempo real. La curva
estandar para la cuantificacion de B. fibrisolvens mediante qPCR en tiempo real se realizd con
la cepa de referencia ATCC #19171 mantenida en cultivo axénico (10° células/ml). El nimero
de ceélulas en el cultivo después de 24 horas fue estimado mediante espectrofotometria a una
longitud de onda de 640 nm en el equipo Espectronic Genesys 2 (Cienytec, FL, USA), se
tom6 1 ml del cultivo para centrifugacion y se realizo la extraccion del ADN usando el
estuche comercial DNeasy® Blood & Tissue (QIAGEN, MD, USA). Se realizé la dilucion
seriada (10 a 10 °) del ADN extraido de la cepa de referencia y se incluyeron estas
diluciones para la construccién de la curva estandar especifica para la cuantificacion de B.
fibrisolvens mediante gPCR en tiempo real en las muestras de rumen obtenidas del sistema
Rusitec. La curva fue generada al considerar los valores del ciclo umbral (C;) observados en
35 ciclos versus el logaritmo del namero de células por mililitro, a partir de las seis diluciones
del ADN de cultivo puro de concentracion conocida. El protocolo de gPCR en tiempo real
utilizado en este estudio fue validado mediante el analisis de dos controles internos, ADN
gendmico de la cepa de referencia ATCC #19171 (control 1) y ADN de la cepa de referencia
ATCC #19171 adicionado a 1 ml contenido ruminal y sometido al protocolo de extraccion
(control 2). La amplificacion de ambos controles fue comparada en reacciones separadas y

multiples, para determinar la eficiencia y especificidad del método y descartar la presencia de



inhibidores en las muestras de contenido ruminal (36). A partir de las muestras mantenidas a -
20°C, recolectadas del inoculo inicial y de cada fermentador del Rusitec durante el periodo de
muestreo, se realizé la extraccion de ADN gendmico usando el estuche comercial DNeasy®
Blood & Tissue (QIAGEN, MD, USA). Se evalud la calidad y concentracion del ADN
extraido por medio de espectrofotometria (NanoDrop ND 1000 Spectrophotomer, Thermo
Scientific Wilmington, DE) y se analiz6 una cantidad de 80 ng del ADN extraido de cada

muestra.

La cuantificacion por PCR en tiempo real se realizo en el equipo Applied Biosystems 7500
Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems, CA, USA). Las reacciones de
amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de 25 ul, que contenia: 12,5 ul de
SYBR® Green (QIAGEN, MD, USA) y 05 uM de cada cebador para la amplificacion del gen
ARNr 16S. Después de una desnaturalizacién de 15 minutos a 95 ‘'C, el programa de
amplificacion y cuantificacion fue repetido 35 veces (30 sa 94 °'C,30sa55 Cy30sa 72 C),
seguido por el analisis de la curva de fusién (46°C - 95 C con incremento de la temperatura de
3 C por minuto y la medicion continua de la fluorescencia). El ciclo umbral (Ct) fue calculado
automaticamente por el equipo (Software v 2.0, Applied Biosystems, CA, USA). La
amplificacion de una muestra fue considerada como negativa cuando el valor de Ct fue menor
de 8 y mayor de 35 o cuando no se obtuvo ninguna curva de amplificacion. Se repiti6 la
reaccion de amplificacion para todas las muestras con valores de Ct mayores a 35. En cada
protocolo de amplificacion se incluyd un control negativo (sin ADN molde), seis controles
positivos por triplicado que correspondian a ADN de concentracién conocida (pertenecientes
a la curva estandar), y el ADN de los controles internos. Los resultados fueron reportados en
términos de numero de células por mililitro (células/ml). La Eficiencia (E) de la PCR en
tiempo real fue calculada a partir de la pendiente arrojada por el software Applied Biosystems
7500 Fast Real-Time PCR v 2.0, durante la fase exponencial en cada ciclo de acuerdo con la
ecuacion E=10CYPendente) | og productos de la amplificacion resultante en la gPCR en tiempo
real fueron verificados por electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiidos con EZvision™
Dye (AMRESCO Inc. OH, USA).

Analisis estadistico. Los datos de la densidad poblacional de bacterias celuloliticas (UFC/ml)
y de B. fibrisolvens (células/ml) en el periodo de muestreo, en respuesta a la suplementacion
del pasto Kikuyo con harina de yuca y biomasa efluente de la produccién de etanol en el



Rusitec, fueron examinados mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una y dos vias
previo cumplimiento de los supuestos de normalidad bivariada y homoscedasticidad,
adicionalmente se realizd una analisis de medidas repetidas en el tiempo usando el estadistico
de Friedman y Wilcoxon, se determind el coeficiente de correlacion de Pearson para medir el
grado de relacion entre la concentracion de acido vaccénico respecto a la densidad
poblacional de B. fibrisolvens, usando el paquete estadistico SPSS v19 para Windows (SPSS
Inc., Chicago, USA).

RESULTADOS

Densidad poblacional de bacterias celuloliticas viables y pH en el sistema Rusitec. El
numero de UFC/ml obtenidas del inoculo inicial usado para la puesta en marcha del simulador
de la fermentacion ruminal fue de 7.5 x 10°> UFC/ml. El anélisis del nimero de UFC/mI de
bacterias celuloliticas entre los distintos tratamientos presentd diferencias estadisticamente
significativas (p=0.03), se obtuvo crecimiento constante de la poblacion microbiana en los
dias cinco y seis del periodo de muestreo bajo los tratamientos T1, T2 y T4 (19,23 x 10°
UFC/ml en promedio), en comparacién con la poblacién de bacterias celuloliticas en
crecimiento en el tratamiento T3, donde la media del recuento fue menor con respecto a los
demés tratamientos (1,5 x10°> UFC/ml en promedio) en el dia seis de medicién Al evaluar el
crecimiento de la poblacion al séptimo dia durante el periodo de muestreo, se encontré una
mayor (p=0.0001) poblacién de bacterias celuloliticas viables bajo el tratamiento T2, en
comparacion con el tratamiento T1 (constituido por pasto de buena calidad) y con el
tratamiento T4 (constituido por la mezcla de pasto de baja calidad mas biomasa y harina de
yuca). Respecto al crecimiento de la poblacion de bacterias celuloliticas en el tratamiento T3,
se evidencio crecimiento de la poblacién, pero no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.005) en comparacion con los demas tratamientos y, se observo una
disminucion estadisticamente significativa (p= 0.003) de la poblacion en comparacion con los
tratamientos T1y T4 en el dia séptimo de medicion (Figura 1). Al realizar las comparaciones
pareadas de los promedios de los recuentos de bacterias celuloliticas viables y de B,
fibrisolvens en conjunto se obtuvo diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) entre
los dias de medicion de la densidad poblacional, y al hacer la comparacion de las medidas

por pares, se obtuvo diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) en la densidad



poblacional tanto de las bacterias celuloliticas viables como de B. fibrisolvens en el dia 7 en
comparacion con los dias 5 y 6 de medicion, donde el promedio del recuento fue menor al
hallado en el dia 7. EI pH del contenido ruminal en los diferentes fermentadores del Rusitec
no vario significativamente (p=0.165) durante los tres dias de muestreo, sin embargo, se
observé una disminucion estadisticamente significativa (p<0.05) en el pH observado en el
Rusitec (~pH 6,8) respecto al valor de pH que presentaba el inoculo inicial de fluido ruminal
(pH 8,4).

Caracterizacién de cepas nativas de B. fibrisolvens aisladas a partir del inoculo inicial.
Las caracteristicas morfoldgicas y el perfil de fermentacion de los dos aislamientos nativos de
B. fibrisolvens obtenidos en este estudio, se muestran en la Tabla 4. Las cepas nativas son,
bacilos ligeramente curvos, moviles, Gram variables con crecimiento en cultivo anaerobio
estricto a una temperatura entre 37°C y 39 °C. Ambos aislamientos fermentan esculina,
glucosa, maltosa, celubiosa y xilano, hidrolizan el almidoén, reducen el citrato, no producen
acido sulfarico, indol y ninguna presenta licuefaccion de gelatina, y tienen requerimiento de
fluido ruminal clarificado. La cepa nativa ruminal 1 no fermenta la lactosa y caseina, caso
contrario ocurrié con la cepa nativa ruminal 2 la cual si aprovecha estos sustratos. En la
cuantificacion de los productos finales de la fermentacion de la glucosa por parte de ambos
aislamientos nativos, se encontré que presentan formacion de &cido butirico, lactico y
propiénico con mayor factor de retencién (0,7, 0.85 y 0, 9 respectivamente) en comparacion
con los acidos férmico y succinico (0,4 y 0,8 respectivamente). Este resultado concordd con
el patron de fermentacion de acidos estimado para la cepa de referencia de B. fibrisolvens
ATCC #19171 (Figura 2).

El andlisis BLASTn y Megablast de las secuencias nucleotidicas parciales obtenidas del gen
ARNIr 16S para las dos cepas nativas aisladas a partir del inoculo inicial de contenido ruminal,
mostré entre 92-98% de identidad con bacterias incultivables del rumen. No obstante, al
realizar el andlisis BLASTn especificando en la base de datos GenBank que B. fibrisolvens
fue el microorganismo del cual provienen las secuencias, se encontrd entre 84-93% de
identidad con diferentes cepas de B. fibrisolvens, como la cepa con codigo de acceso
AY699276 (incluida en los analisis filogenéticos). Los resultados del analisis de méaxima
verosimilitud (MV, Figura 3) e inferencia bayesiana (Figura 4) basados en las secuencias
parciales del gen ARNr 16S (Tabla 3) muestran dos grupos principales con alto soporte en las



ramas. Uno de los grupos incluyé las secuencias de las bacterias ruminales nativas obtenidas
en este trabajo, la secuencia de la cepa de referencia ATCC #19171 y varias de las secuencias
analizadas de bacterias del género Butyrivibrio (MV Bootstrap: 88.8%, IB probabilidad a
posteriori de 0.99), mientras que el segundo grupo incluyé de manera predominante las
secuencias de las cepas pertenecientes al género Pseudobutyrivibrio.

Cuantificacion de B. fibrisolvens mediante qPCR en tiempo real. La especificidad de la
amplificacion de la secuencia parcial del gen ARNr 16S mediante gPCR en tiempo real fue
evaluada por electroforesis en gel de agarosa al 1% donde se observ6 una Unica banda con un
tamafo de 246 pb acorde con el tamafio esperado para la cepa de referencia ATCC #19171
(Figura 5). Adicionalmente, el analisis de la curva de fusion obtenida en el equipo Applied
Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR system mostré una curva especifica y definida para
cada producto de PCR, sin la formacion de dimeros de los cebadores (Figura 6). Se observé
alta eficiencia en la amplificacion de las muestras analizadas mediante gPCR en tiempo real
con valores de eficiencia en el rango de 1.76 a 2, a partir de 80 ng de ADN genomico y alta
linealidad entre los resultados obtenidos de la pendiente de cada muestra (Coeficiente de
correlacion de Pearson, r > 0.9). La precision intra-ensayo de la gPCR en tiempo real fue alta
con un coeficiente de variacion de 4% estimado mediante el promedio de los datos de Ct en
cada ciclo de tres repeticiones de todas las muestras de la curva bajo un mismo experimento.
De la misma manera, la reproducibilidad de la gPCR en tiempo real de las muestras evaluadas
en tres experimentos realizados en fechas diferentes mostro un coeficiente de variacion del
12%. La curva estandar generada para la cuantificacion de B. fibrisolvens mediante qPCR en
tiempo real present6 una relacion lineal (coeficiente de relacion del 98%) con una eficiencia

del 1,84 para los seis puntos incluidos en la curva estandar (Figura 7).

La densidad poblacional de B. fibrisolvens obtenida a partir del inoculo inicial para la
cuantificacién por qPCR en tiempo real, fue de 4,94 x 10° células/ml. La densidad de B.
fibrisolvens, durante los tres dias de muestreo fue de 9,19 x 10° células/ml (media + ESM). No
se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05), en la densidad poblacional
de B. fibrisolvens en los dias cinco y seis de muestreo con el tratamiento T1 y T4, donde la
poblacion se mantuvo constante, mientras que con el tratamiento T2 se observd una
disminucion en la poblacion sin diferencias estadisticamente significativas (p<0.005) y con el
tratamientos T3 la densidad poblacional increment6 significativamente (p=0.045) en un rango

de 5,2 x10* a 1,25 x10% células/ml. No obstante, al realizar el analisis de la densidad



poblacional de B. fibrisolvens durante el séptimo dia, se obtuvo un incremento
estadisticamente significativo (p=0.001) con el tratamiento T2 (1,18 x10° células/ml). La
suplementacion del pasto Kikuyo (19,4% de proteina) con 20% de biomasa y 10 % de harina
de yuca resultd en un incremento significativo de la poblacion de B. fibrisolvens en

comparacion con los demas tratamientos (Figura 8).

La concentracion de acido vaccénico obtenida a partir del inoculo inicial fue de 15 mg/L. Con
los tratamientos T1, T3 y T4 no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05) en la concentracion de acido vaccénico en el contenido ruminal del Rusitec durante
el periodo de muestreo. Sin embargo, con el tratamiento T2 se presentd un incremento
estadisticamente significativo (p=0.001) en la concentracion de este &cido, y al correlacionar
el nimero de células/ml de B. fibrisolvens y la concentracion de acido vaccenico, se observo
una correlacién positiva (r=86%, p=0.0038), es decir, la concentracion del acido vaccénico
fue directamente proporcional a la densidad de la poblacién de B. fibrisolvens presente en el

contenido ruminal durante la simulacion en el Rusitec (figura 9y 10).

DISCUSION

En afios recientes se ha despertado gran interés por el estudio de los microorganismos
ruminales involucrados en el metabolismo de los &cidos grasos insaturados, con el fin de
potenciar su contenido en la carne, leche y demas productos alimenticios derivados de la
industria ganadera (37). Por el otro lado, la industria de los biocombustibles ha buscado una
disposicion pertinente para sus subproductos, dentro de los cuales se encuentra la biomasa,
mediante la suplementacion de dietas alimenticias para bovinos (17). Varios estudios se han
enfocado en investigar el efecto que tiene sobre la microbiota ruminal, la suplementacion de
los pastos tradicionales con productos ricos en proteinas, fibra, lipidos y minerales (38, 39).
Se ha detectado que la combinacion de lipidos (40), aceite de pescado (41), soya y maiz, con
los pastos en la dieta suministrada a cabras, ovejas y bovinos (42), resulta en cambios
significativos de la microbiota ruminal, siendo este uno de los factores que influye en el
cambio del perfil de acidos grasos presentes en la leche y la carne (7). Diferentes estudios
sugieren que la composicion del alimento puede estimular una variacion en la diversidad

microbiana del rumen (5, 43). Se ha observado que cuando bovinos, caprinos y ovinos son



alimentados con dietas ricas en celulosa, aumentan las bacterias celuloliticas como
Ruminoccocus albus y Fibrobacter succinogenes, en comparacion a los animales alimentados
con dietas basadas en fibra y lipidos, donde predomina la poblacion de bacterias
hemicelulolilticas y proteoliticas, tales como Butyrivibrio fibrisolvens y Prevotella spp. 6 en
el caso de dietas suplementadas con productos alimenticios comerciales ricos en proteina,
donde predominan bacterias como Clostridium ruminantium, Peptostreptococcus spp.,
Streptococcus spp., Lactobacillus spp. y Ruminococcus amylophilus (44). La diversidad de la
microbiota ruminal es amplia y altamente influenciable por la dieta que se suministra a los
animales, las principales bacterias celuloliticas del rumen, Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus y Butyrivibrio fibrisolvens, pueden
representar entre el 10 y el 40% del total de la poblacion bacteriana (45), los protozoos juegan
un papel importante en la digestién de la pared celular de las plantas, pudiendo digerir entre el
5y el 21% de los materiales celulésicos, segun el tipo de dieta que consuma el animal (46,
47) y los hongos, representan aproximadamente el 8% de la biomasa microbiana (48) y una

porcion de éstos producen celulasas y hemicelulasas altamente activas (49).

En el presente estudio se observo que la densidad poblacional de bacterias celuloliticas, y
especificamente de B. fibrisolvens, aument6é significativamente en respuesta a la
suplementacion del pasto Kikuyo (19,4% de proteina) con harina de yuca y biomasa efluente
de la produccion de etanol, debido posiblemente al aporte de almidon y proteina presente en
este tratamiento (15, 20, 21), estimulando la actividad hemicelulolitica y proteolitica de este
tipo de bacterias (5,14, 50-52). En concordancia, en un trabajo realizado por Belenguer et al.
(6) reportaron que la suplementacion de dietas forrajeras con una combinacion de aceite de
pescado y aceite de girasol promovié un cambio significativo en la composicion de la
microbiota de ovinos, y especificamente, un incremento significativo de la poblacion de
bacterias del género Butyrivibrio. No obstante, los resultados obtenidos en este estudio, con
los tratamientos T3 y T4, fueron totalmente contrarios a lo obtenido en el tratamiento T2, lo
gue podria sugerir que la respuesta positiva a la suplementacion en el tratamiento T2 se da en
respuesta a la calidad nutritiva del pasto kikuyo. Estudios realizados por Garcia et al,
evaluaron el efecto de la suplementacion con biomasa obtenida como subproducto de la
produccion de etanol reemplazando diferentes porcentajes de proteina de tres forrajes de pasto
kikuyo de calidad nutritiva contrastante (alta, media y baja) por proteina proveniente de la

biomasa, al evaluar la degradabilidad de las fracciones: materia seca, fibra detergente neutra y



fibra detergente acida, observaron que la suplementacién tuvo un efecto positivo significativo
(p< 0.01) sobre los pardmetros de fermentacion evaluados con el pasto de alta calidad en
contraste con los resultados obtenidos con la suplementacién del pasto kykuyo de media y
baja calidad, sugiriendo que la respuesta positiva a la suplementacion con biomasa, estad en
funcion de la calidad nutritiva del pasto kykuyo, lo que podria estar influyendo de la misma
manera en la poblacion de bacterias celuloliticas y de B. fibrisolvens observada en el presente
estudio con el tratamiento 2, el cual incluia la suplementacion de pasto de buena calidad con

biomasa y harina de yuca.

El género Butyrivibrio incluye diversidad de bacterias Gram negativas, mdviles, productoras
de butirato, aisladas principalmente del rumen de bovinos y cabras (53), aunque también ha
sido detectado como parte de la flora intestinal de humanos (54), conejos y caballos (55). La
variabilidad morfoldgica, funcional y genética que se ha detectado en las bacterias
pertenecientes al género Butyrivibrio, aisladas desde diversos hospederos y de diferentes
regiones del mundo, sugiere que este género es ampliamente diverso en cuanto a las especies
que contiene. El género Butirivibrio puede dividirse en varios grupos correspondientes a tres
biotipos diferentes, de acuerdo a su capacidad de produccion de algunos acidos grasos,
clasificandose en productores de acido lactico y succinico, no productores de acetato y
productores de butirato (56, 59, 63, 65). Willems et al. (66), identificaron que los aislamientos
de Pseudobutyrivibrio ruminis y Butyrivibrio proteoclasticum encontrados en rumen de
bovinos, producen succinato y propionato, pero no acido butirico y acetato, en contraste con
la cepa tipo de B. fibrisolvens que produce acidos butirico y lactico, y baja cantidad de los
acidos férmico y succinico (66). En este estudio se caracterizaron dos aislamientos nativos de
bacterias ruminales, identificados como B. fibrisolvens, por que presentaron caracteristicas
morfoldgicas y metabolicas compatibles con la cepa tipo de B. fibrisolvens (ATCC #19171),
produciendo en mayor proporcion acido butirico, lactico y propidnico y en menor cantidad

acido férmico y succinico, ademas de que estan relacionadas filogenéticamente.

Las especies de este género pertenecen al grupo XlIVa del Subphylum Clostridium (56) y
participan en funciones importantes del ecosistema ruminal, incluyendo procesos de
proteodlisis para la degradacion de la fibra (57) y la biohidrogenacion de los acidos grasos (18,
58, 59), muestran gran habilidad para hidrogenar acido linoléico a acido vaccénico, mediante

la actividad de las enzimas, acido linoléico isomerasa y acido linoléico reductasa,



confiriéndole gran especificidad en la utilizacion del acido linoléico para la formacion del
acido linoléico conjugado (ALC) (54). Diferentes estudios han demostrado que la sintesis y
concentracion del ALC en leche y carne de bovinos puede ser potenciada o inhibida por
factores como la composicién microbiana del rumen, la raza del animal, la composicion
bromatoldgica de los pastos y la suplementacion con otros alimentos ricos en proteina, lipidos
y fibra e incluso con algunas condiciones propias de la ubicacion geografica, tales como la
altitud (60). En el presente estudio se detectd un aumento significativo en la concentracién de
acido vaccénico en presencia del tratamiento T2 en el Rusitec, este es un acido graso
monoinsaturado trans que predomina en la fraccion grasa de los productos de origen ruminal
(60-63), y se forma como producto intermedio durante la biohidrogenacion microbiana de los
acidos grasos insaturados (39), su concentracion esta directamente relacionada con la dieta
suministrada a los animales, rica en acido linoléico y alfa- linoléico, proteina y fibra, y
requiere de la participacion activa de los microorganismos ruminales encargados de dicho
proceso, como es el caso de la bacteria ruminal B. fibrisolvens (6, 7, 38, 64). Aunque en este
estudio no se realizd una cuantificacion directa de la produccién de ALC, por haberse
ejecutado en un sistema de simulacion ruminal in vitro y este acido se encuentra
principalmente en la carne y los productos lacteos (61-63), si se observo que la concentracién
del &cido vaccénico en el Rusitec fue directamente proporcional a la densidad de la poblacion
de B. fibrisolvens bajo la suplementacién del pasto Kikuyo con la harina de yuca y biomasa.
Estos resultados sugieren que la aplicacion de este tipo de suplementacion en campo, podrian
conllevar a un incremento significativo de la concentracion de ALC en leche y carne de
bovinos, si se considera que el acido vaccénico es uno de sus principales precursores en el
rumen (63, 64).

En un estudio realizado en paralelo a la presente investigacion, se observé que la
suplementacion del pasto Kikuyo con harina de yuca y biomasa (tratamiento T2) tuvo un
efecto positivo estadisticamente significativo (p<0.05) sobre algunos indicadores de la
digestibilidad ruminal, tales como el porcentaje de degradacion de la materia seca, la materia
organica y la produccién de amoniaco, y no tuvo un efecto significativo (p>0.05) sobre el
porcentaje de degradacion de la pared celular, la proteina cruda, el pH, y la produccion de gas
(67). Los resultados obtenidos en este estudio con el aumento significativo de la densidad
poblacional de las bacterias celuloliticas viables y de B. fibrisolvens, asi como la

concentracion del acido vaccénico en respuesta a la suplementacién del pasto kikuyo con la



harina de yuca y biomasa, sumado a los resultados obtenidos por Garcia y Giraldo (67)
respeto a los indicadores de la digestibilidad ruminal, sugieren que este tipo de dieta podria
potenciar significativamente la actividad metabdlica de los microorganismos ruminales y por
consecuencia aportar al balance energético de los bovinos, resultando en un incremento de la
calidad nutricional de los productos como la leche y la carne derivados de estos animales (68).
Se ha reportado que la yuca es un alimento energético basico en la industria de alimentos
balanceados para animales, ya sea en la presentacién como harina, hojuelas o granulos (16).
La yuca es un compuesto altamente energético gracias a su contenido de materia seca,
celulosa, hemicelulosa, proteinas, almidén, entre otros polisacaridos facilmente fermentables
(15). En concordancia, la biomasa (levadura rica en proteina) efluente de la produccion de
etanol, también presenta alto contenido de materia seca, proteinas, lignina, celulosa y
hemicelulosa (15, 69). Los resultados obtenidos en este estudio, aunque fueron obtenidos en
un sistema in vitro, sugieren el potencial nutricional de la harina de yuca y la biomasa
efluente de la produccién de etanol, como suplementos en la alimentacion de bovinos en
pastoreo. No obstante, se necesitan investigaciones adicionales en campo que evalien el
efecto de la suplementacién con harina de yuca y biomasa en la dieta de los bovinos,
evaluando indicadores importantes como la palatabilidad de la dieta, ganancia de peso,
produccion de leche, asi como, el efecto in situ en la poblacion de microorganismos
ruminales, incluyendo por ejemplo la caracterizacién de la poblacion de bacterias celuloliticas
y de B. fibrisolvens, que en conjunto permitan determinar si estos aditivos pueden ser
utilizados en la formulacién de dietas para el ganado.
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Tabla 1. Composicion quimica de los tratamientos evaluados en el simulador de rumen
Rusitec.

. P.C EE FDN FDA LDA  CEN M.O
Tratamiento
(%) MS
Kikuyo alta calidad
Tl 239 3.0 575 25.0 23 12.9 87.1
T2 194 294 52.0 24.1 42 11.0 89.0
Kikuyo baja calidad
T3 178 275 66.6 29.3 3.2 9.8 90.2
T4 153  2.38 58.3 28.0 55 9.2 90.8

PC: Proteina cruda; FDN: Fibra en detergente neutro; FDA: Fibra en detergente acido; LDA:
Lignina en detergente &cido; E.E: Extracto etéreo; CEN: Cenizas; M.O: Materia orgénica.



Tabla 2. Composicion quimica de la harina de yuca y la biomasa producto de la
produccién de etanol

P.C EE FDN FDA LDA CEN M.O E.B DIVMS

Biomasa*
(%) MS
11.08 2.03 50.87 4243 1659 11.12 88.88 4.359 74.58
Harina de P.C E.E H CEN CHO A F.C N
Yuca* (%) MS

3.17 0.39 10.35 2.12 84.00 72.03 1.66 0.51

PC: Proteina cruda; FDN: Fibra en detergente neutro; FDA: Fibra en detergente acido; LDA:
Lignina en detergente acido; E.E: Extracto etéreo; CEN: Cenizas; M.O: Materia organica,
E.B: energia bruta (Kcal’lkg MS), DIVMS: Digestibilidad "in vitro" de la materia seca, H:
humedad, CHO: carbohidrato, A: almiddn, FC: fibra cruda, N: nitrégeno

*Estos datos corresponden a muestras tomadas al azar de la harina producida en Mutata y a la
biomasa subproducto de la produccién de etanol. Grupo Biotransformacién, Escuela de
Microbiologia, Universidad de Antioquia.



Tabla 3. Secuencias nucleotidicas parciales del gen ARNr 16S obtenidas de los aislamientos
nativos y reportadas en el GenBank para cepas de referencia de los géneros Butyrivibrio y

Pseudobutyrivibrio

Cadigo Cepa de referencia Origen Lugar Referencia
GenBank
Pendiente Bacteria_Ruminal_Natival Rumen de Bovinos Medellin, Colombia Este trabajo
Pendiente Bacteria_Ruminal_Nativa2 Rumen de Bovinos Medellin, Colombia Este trabajo

- Tracto gastrointestinal de . Ghali, M.B et al.,(datos
AY699276 B. fibrisolvens camello domestico Queensland, Australia sin publicar)
. Aberdeen, AB21 9SB,
AJ270476 Butyrate- Intestino Humano Reino Unido Barcenilla,A. et al., (70)
producing_bacterium
AJ428549 Pseudobutyrivibrio ruminis Rumen de Bovinos Republica Checa Kopecny, et al.(5)
AJ428553 Butyrivibrio hungatei Rumen de Bovinos Republica Checa Kopecny, et al.(5)
L Republica Checa
AJ428548 Pseudobutyrivibrio Rumen de Bovinos Kopecny, et al.(5)
xylanovorans
AJ428550 Pseudobutyrivibrio Rumen de Bovinos Republica Checa Kopecny, et al.(5)
xylanovorans
S . . Palmerston North,
CPU37378 Butyrivibrio_proteoclasticus Rumen de Bovinos Nueva Zelanda Attwood, G.T et al.(71)
Indooroopilly, QLD
AF125002 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos 4068, Australia Da'rymp'(‘;'z?'P etal,
_ - Palmerston North 5301, .

AF396926.1 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Nueva Zelanda Reilly,K et al.,2002. (73)
X89971.1 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Reino Unido Willems, A et al., .(66).
X89972.1 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Reino Unido Wwillems, A etal.,(66).
X89973.1 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Reino Unido Willems, A et al (66)
X89974.1 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Reino Unido Willems, A et al., (66).
X89976.1 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Reino Unido Willems, A et al., (66)
X89978.1 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Reino Unido Willems, A et al., (66)
X89979.1 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Reino Unido Willems, A et al., (66)
X89981.1 Butyrivibrio-crossotus Rumen de Bovinos Reino Unido Willems, A et al., (66)
X95893.1 Pseudobutyrivibrio ruminis Rumen de Bovinos Braunschweig, Alemania  Van Gylsvg/‘I‘(), N.Oetal,

. Forster,R.J. and
BFU77343 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Ottawa, Canada Gong,J.(datos sin
publicar)

BFU77342 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Ottawa, Canada Forster,R.J. and Gong,J

datos sin publicar)
_ - Ottawa, Canada Forster,R.J. and Gong,J

BFU77339 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos datos sin publicar)

BFU41167 B. fibrisolvens Rumen dle venado cola Ottawa, Canada Forster,R.J et al (75)
BFU41168 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Ottawa, Canada Forster,R.J et al., (75).
ATCC_19171 B. fibrisolvens Rumen de Bovinos Ottawa, Canada Forster,R.J et al., (75)
U41172

M59109.1 Clostridium_oroticum Intestino de cerdo Nebraska, Estados Varel, VH et al., 1995.

Unidos

(76)




Tabla 4. Caracteristicas morfologicas y patron de fermentacion de las cepas nativas de B. fibrisolvens en comparacion con la cepa de
referencia.

Caracteristicas Cepas nativas
1 2 ATCC 19171

Morfologia de colonia Translucida Translucida Translucida
Color marrén claro Color marrdn claro Color marrén claro
Morfologia celular Bacilos curvos Bacilos curvos Bacilos en cadena o individuales

Apetencia tintorial Gram variable Gram variable
Anaerobiosis

Movilidad

Hidrdlisis de almidén
Licuefaccion de gelatina
Produccion de gas
Produccion de H,S
Indol

Xilano

Esculina
Lactosa
Glucosa
Caseina
Maltosa
Celubiosa
Citrato
FRC?
Butirico®
L&ctico® 0.85 0.85 0.85
Propiénico ° 0.9 0.9 0.9

Férmico”® 0.4 0.4 0.4
Succinico® 0.8 0.8 0.8

SHE A+ F + 0+t o+
o
SH+ A+ F A F o+ o+
o
CSHE

#RFC: Requerimiento de fluido ruminal clarificado
P Resultados expresados segun el Factor de retencion (Ry)
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Figura 1. Densidad poblacional de bacterias celuloliticas viables con respecto al
periodo de muestreo en el Rusitec. T1/Control 1 (linea verde): 100% pasto Kikuyo con
un contenido de 23,9% de proteina, T2 (linea roja): mezcla constituida por 70% pasto
Kikuyo con un contenido de 19,4% de proteina, 20% biomasa y 10% harina de yuca,
T3/Control 2 (linea morada): 100% pasto Kikuyo con un contenido de 17,8% de
proteina y T4 (linea negra): 70% pasto Kikuyo con un contenido de 15,3% proteina,

20% biomasa y 10% harina de yuca.



10

w »r— o
O © 000
o 0000
o 0000
o o o000

3

c

5
(& ]

S F
Q

]

Q

-

Q

T

| .

S

o 1 1T 1 1 T
Ll

Control ATCC 19171 Nativa 1 Nativa 2

Figura 2. Esquema grafico que representa el resultado de la cromatografia en capa
delgada para la determinacion de productos finales de la fermentacion de glucosa hasta
acidos organicos analizada de manera independiente para cada una de las cepas.
Valores de factor de retencion (Ry) de la cepa nativa ruminal 1, Valores de R de la cepa
nativa ruminal 2 y valores de R; de la cepa tipo ATCC #19171. Las manchas P
(Propionico), L (Léactico) S (succinico), B (Butirico) y F (Formico), corresponden al
orden de los valores de R¢ de cada acido orgéanico determinado en cada muestra,

respectivamente.
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Figura 3. Arbol filogenético consenso reconstruido segln el criterio de maxima

verosimilitud y basado en secuencias nucleotidicas parciales del gen ARNr 16S. Se

subrayan los aislamientos de Butyrivibrio fibrisolvens obtenidos en este estudio, se

mencionan los numeros de acceso de las secuencias reportadas en el GenBank para

cepas de referencia provenientes de diferentes estudios (Tabla 3). Los numeros

adyacentes a las ramas indican los valores de Bootstrap >50% luego de 1.000

repeticiones. Como grupo externo se incluy6 en el analisis una secuencia de Clostridium

oroticum.
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Figura 4. Arbol basado en la inferencia bayesiana mediante el programa Mr.
Bayes analizando secuencias nucleotidicas parciales del gen ARNr 16S. Se subrayan
los aislamientos de Butyrivibrio fibrisolvens obtenidos en este estudio, se indican los
nameros de acceso de las secuencias reportadas en el GenBank para cepas de referencia
provenientes de diferentes estudios (Tabla 3). Los nimeros adyacentes a las ramas
indican los valores de probabilidad “a posteriori”. Como grupo externo se incluyo en el

analisis una secuencia de Clostridium oroticum.
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Figura 5. Amplificacion de la secuencia nucleotidica parcial del gen ARNr 16S de
Butyrivibrio fibrisolvens (producto de PCR esperado de 246 pb aproximadamente).
Electroforesis de agarosa al 1%. Los carriles 1, 15 y 29 corresponden al marcador de
peso molecular en pb. Carriles 2-14: Productos de PCR amplificados del ADN
gendmico extraido de las muestras de fluido ruminal tomadas del Rusitec. Carriles 16 y
17 corresponden al a la amplificacion del ADN extraido de la cepa de referencia ATCC
#19171. Carriles 18-36: ADN de referencia para la curva estandar, diluciones por

triplicado de 10" a 10°°. Carril 37: Control negativo - agua ultra pura.
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Figura 6. Curva de fusion obtenida para las diferentes muestras cuantificadas en el
equipo Applied Biosystems 7500 Fast Real Time PCR system. Temperatura de
alineamiento de 83,23 °C definida y especifica para el producto de amplificacion del
gen ARNr 16S.
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Figura 7. Curva estandar para la cuantificacion de B. fibrisolvens mediante gPCR en
tiempo real
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Figura 8. Densidad poblacional de B. fibrisolvens con respecto al periodo de muestreo
en el Rusitec. T1/Control 1 (linea verde): 100% pasto Kikuyo con un contenido de
23,9% de proteina, T2 (linea roja): mezcla constituida por 70% pasto Kikuyo con un
contenido de 19,4% de proteina, 20% biomasa y 10% harina de yuca, T3/Control 2
(linea morada): 100% pasto Kikuyo con un contenido de 17,8% de proteina y T4 (linea
azul): 70% pasto Kikuyo con un contenido de 15,3% proteina, 20% biomasa y 10%

harina de yuca.
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Figura 9. Relacion de la concentracion de acido vaccénico (mg/L) con respecto al

tiempo de medicion (dias).
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Figura 10. Relacién de la concentracion de acido vaccénico (mg/L) con respecto a la
densidad poblacional de B, fibrisovens.



