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ABSTRACT

In order to study the effect of five  inclusion levels of mulberry (Morus alba cv. cubana) on methanogens and  some main cellulolytic populations within rumen liquor of water buffalos (Bubalus  bubalis), and contribute to the knowledge of the action mechanism by which  the Cuban variety of mulberry reduces ruminal methanogenesis, an in vitro fermentation was carried out and five inclusion levels (0, 15, 20, 25 and 30%)  of M. alba vc. cubana to a diet based on star grass (Cynodon nlemfuensis)  were evaluated. Total, methanogenic and cellulolytic (Fibrobacter  succinogenes, Ruminococcus albus) bacteria, and fungi were  identified and quantified by polymerase chain reaction in real time. The  percentage of cellulolytic and methanogenic bacteria, regarding total bacteria  population was evaluated, as well as the delta delta Ct (ΔΔCt) and the  expression of different ruminal microbial populations, in relation to control  treatment. The inclusion of M. alba cv. cubana did not affect the  studied ruminal microbial populations. The percentage of representation of F.  succinogenes, R. albus and methanogens, regarding total bacteria was  not affected with the inclusion of this variety of mulberry on the diet. Values  of ΔΔCt and expression relative to control treatment of microbial populations  evidenced that diets containing mulberry tree had the same difference and the  same expression relative to the control treatment. It can be concluded that  inclusion of M. alba cv. cubana on diet not affect the main microbial  populations that degrade the fiber in the rumen, which could be used as a  strategy for reducing methane production in the rumen. The mechanism by which  this plant is able to reduce ruminal methanogenesis is not through direct effect  on methanogens.
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RESUMEN

Para estudiar el efecto de la inclusión  de diferentes niveles de morera (Morus alba vc cubana) en los  metanógenos y algunas de las principales poblaciones de microorganismos  celulolíticos del rumen de búfalos de río (Bubalus bubalis), y  contribuir al conocimiento del mecanismo de acción mediante el cual la variedad  cubana de morera reduce la metanogénesis ruminal, se realizó una fermentación in  vitro y se evaluaron cinco niveles de inclusión (0, 15, 20, 25 y 30 %) de M.  alba vc cubana a una dieta base de pasto estrella (Cynodon nlemfuensis).  Se identificaron y cuantificaron bacterias totales, metanogénicas,  celulolíticas (Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus) y  hongos mediante la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real. Se  determinó el porciento de bacterias celulolíticas y metanogénicas relativo a la  población de bacterias totales, el delta delta Ct (∆∆Ct) y la expresión de las  diferentes poblaciones microbianas ruminales relativo al tratamiento control.  La inclusión de M. alba vc cubana no afectó las poblaciones microbianas  ruminales estudiadas. El porcentaje de representación de F. succinogenes, R. albus y metanógenos con respecto a las bacterias totales tampoco se  afectó con la inclusión de esta variedad de morera en la dieta. Los valores de  ∆∆Ct y la expresión relativa al tratamiento control de las poblaciones  microbianas evidenciaron que las dietas que contenían morera tuvieron la misma  diferencia y la misma expresión relativa al tratamiento control. Se concluye  que la inclusión de M. alba vc cubana en la dieta no afecta las  principales poblaciones microbianas que degradan la fibra en el rumen, lo que  podría utilizarse como estrategia para reducir la producción de metano en el  rumen. El mecanismo por el que esta planta logra reducir la metanogénesis  ruminal no es por  efecto directo sobre  los metanógenos.

Palabras clave: Morera,  microorganismos celulolíticos, reacción en cadena de la polimerasa en tiempo  real, metano, rumen.


 

 

INTRODUCCIÓN

En la mayoría de los países tropicales,  la producción de rumiantes está limitada por la baja calidad de los alimentos  que se le suministran a los animales, que son deficientes en nitrógeno y tienen  baja digestibilidad. Diversas son las investigaciones que se realizan para  buscar alternativas que mejoren la calidad de los alimentos. La morera se  utiliza en la nutrición de rumiantes y sus hojas se suministran como fuente  principal de alimento para carneros y cabras (Bakshi y Wadhwa 2007). Esta  planta también se ha usado para sustituir concentrados en dietas para ganado  lechero, cabras, carneros y búfalos (Anbarasu et al. 2004, Kandylis et  al. 2009, Foiklang et al. 2011).

La morera crece en  condiciones climáticas variadas (Foiklang et al. 2011) y posee gran  capacidad de producción de biomasa. Sus hojas tienen gran contenido de proteína  (15.0 % a 27.6 % de la MS) y alta digestibilidad in vivo de MS (75 % a 85 %)  (Ba et al. 2005), por lo que posee alto potencial como forraje rico en  proteínas para la producción animal (Tan et al. 2012). Esta planta  también se ha evaluado como parte de las estrategias nutricionales basadas en  el aprovechamiento de especies de árboles y arbustos para reducir la producción  de metano por los rumiantes.  

Delgado et al. (2007) y González et  al. (2010) estudiaron el efecto de la inclusión de diferentes niveles de  morera en el control de la metanogénesis ruminal. Estos autores encontraron que  25 y 30 % de inclusión redujeron la formación de este gas in vitro, lo  que resulta muy beneficioso. No es desconocido el impacto perjudicial de la  emisión de metano al ambiente, y las pérdidas de 2-12 % de la energía del  alimento consumido por el animal, como consecuencia de la formación de este gas  en el rumen. Además, a esta potencialidad de disminuir la formación de metano  en el rumen se suman las propiedades y potencialidades de esta planta para su  uso en la alimentación de rumiantes.

La disminución en la formación de metano  en el rumen se puede obtener mediante numerosos mecanismos de acción. La  inhibición directa de los metanógenos es uno de ellos (McAllister y Newbold  2008). Sin embargo, no se conoce cuál podría ser el mecanismo por el cual la  morera disminuyó la metanogénesis ruminal en los trabajos conducidos por  Delgado et al. (2007) y González et al. (2010). Además, también  es necesario conocer el efecto de esta planta en algunas de las principales  poblaciones del rumen que participan en la degradación de materiales fibrosos,  ya que las estrategias para el control de la metanogénesis ruminal son  efectivas, siempre y cuando logren reducir la formación de este gas sin afectar  las poblaciones microbianas que degradan la fibra (Soliva et al. 2003). 

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar  el efecto de diferentes niveles de inclusión de morera (M. alba vc  cubana) en los microorganismos metanogénicos y algunas de las principales  poblaciones celulolíticas (Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus  flavefaciens y hongos) del rumen de búfalos de río (Bubalus bubalis),  y contribuir así al conocimiento del mecanismo de acción por el que la morera  reduce la metanogénesis ruminal.

 

MATERIALES Y MÉTODOS

La investigación se realizó en  cooperación entre el Instituto de Ciencia Animal (ICA) de Cuba y la Universidad  de São Paulo (CENA/USP) de Brasil. La fermentación in vitro se  desarrolló en el ICA, según la técnica descrita por Theodorou et al. (1994). Las técnicas moleculares se ejecutaron en el CENA/USP.

Animales y dieta. Se utilizaron como donantes del  líquido ruminal dos búfalos de río (raza Murrah), machos adultos, con cánula  simple en rumen, con peso promedio de 453 kg. Los animales se alojaron en  cubículos individuales, a la sombra y con libre acceso al agua y a los  alimentos. Todos recibieron forraje de pasto estrella (Cynodon nlemfuensis).

Dietas  experimentales. Se evaluaron cinco dietas: 1) 100% de pasto estrella  (PE) (control), 2) PE + 15 % M. alba vc cubana, 3) PE + 20 % M. alba vc cubana, 4) PE + 25 % M. alba vc cubana y 5) PE + 30 % M. alba vc cubana.   

Las plantas de morera procedieron de la  Estación Experimental de Pastos y Forrajes “Indio Hatuey”, provincia de  Matanzas, Cuba. Se encontraban en suelos ferralíticos rojos y se fertilizaron  con gallinaza. Se cortaron manualmente hojas con los peciolos y tallos jóvenes,  simulando la selección del animal. El PE se cortó a mano en áreas de pastoreo  del Instituto de Ciencia Animal, Cuba. El material vegetal se secó en estufa a  60 ºC y se molió en molino de martillo hasta alcanzar tamaño de partícula de  1mm.

A las dietas experimentales se les  realizó el análisis de la composición química, según AOAC (2016) y las  fracciones fibrosas se analizaron de acuerdo con Goering y van Soest (1970). La  tabla 1 muestra la composición química de las dietas experimentales.

Procedimiento experimental. Se pesaron 0.5 g de cada uno de los  tratamientos y se adicionaron a las correspondientes botellas de vidrio de 100  mL.

A los animales en ayuno se les extrajo  líquido ruminal a través de la cánula, con la ayuda de una bomba de vacío. El  líquido se guardó en un termo con cierre hermético para garantizar las  condiciones de temperatura (39 °C) y anaerobiosis durante el traslado al  laboratorio. 

El contenido ruminal de ambos animales  se mezcló y se filtró por muselina. Al sólido resultante se le añadió una  pequeña porción de solución amortiguadora de Menke y Steingass (1988). Se agitó  por unos segundos en una batidora doméstica para desprender los microorganismos  adheridos a la fibra. Posteriormente, el filtrado de esta porción se incorporó  a la fracción líquida. El fluido ruminal se mantuvo en atmósfera de CO2.

Se añadieron a cada botella 50 mL de una  mezcla de líquido de rumen y solución amortiguadora de Menke y Steingass (1988)  en proporción 1:3 (v/v) y se sellaron con tapón de butilo y agrafe. Se  incluyeron botellas sin sustrato como blancos para corregir el efecto del  líquido ruminal en los volúmenes de gas producido. Todas las botellas se  colocaron en un baño a temperatura controlada de 39 °C.

A las 0 y 12 h de incubación, se tomaron  muestras de cada tratamiento para la identificación y cuantificación por  RT- PCR de las poblaciones de hongos  Fibrobacter  succinogenes, Ruminococcus  flavefaciens y metanógenos totales. Posteriormente, se colocaron en freezer  a  – 20 ºC para su determinación posterior. 

Se obtuvieron los valores de Ct (cycle  threshold) (ciclo en el cual la fluorescencia se considera detectable en la  fase exponencial de la reacción de PCR) para determinar  el ∆Ct, ∆∆Ct, la expresión de estas  poblaciones microbianas relativo al tratamiento control y el porciento de  bacterias celulolíticas y metanogénicas relativo a la población de bacterias  totales.

Se realizó el conteo de protozoos  preservados en formol a 10 %. Se contaron al microscopio óptico en cámara de  Neubauer, luego de teñirlos con solución de violeta genciana al 0.01% en ácido  acético glacial. 

Extracción de ADN. La ruptura de células se logró con la  congelación-descongelación con nitrógeno líquido. El ADN se obtuvo mediante la  utilización de una matriz (glassmilk), a la que se unió y de la que se liberó  posteriormente, cuando se disolvió en agua bidestilada (Makkar y McSweeney  2005). La concentración de ADN y la pureza de la muestra (D.O 260 nm/D.O 280  nm) se determinaron por absorbancia a 260 nm y 280 nm en un espectrofotómetro  Nanodrop 1000.

RT- PCR.   El ADN extraído se amplificó con pares de primers para bacterias,  hongos, R. flavefaciens, F. succinogenes y metanógenos del rumen,  según lo descrito por Denman y McSweeney (2006) y Denman et al. (2007). 

Las muestras de ADN se llevaron a una  concentración final de 10ng•µL-1 y se efectuó la reacción de  amplificación con cada uno de los primers específicos (bacterias totales,  hongos, F. succinogenes, R. flavefaciens y metanogénicas). Los  iniciadores se utilizaron a una concentración de 10mM y se utilizó el Sybr  Green 490. El volumen final de la reacción fue de 25 µL.

La amplificación del ADN se efectuó en  un termociclador Applied Biosystem según el siguiente programa: 1 ciclo de 50  ºC 2 min. y 95 ºC 2min., 
  40 ciclos de 95 ºC 15 seg. y 60 ºC 1 min; 1 ciclo de 
95 ºC 2 min., 60 oC 15 seg y 95 ºC 15 seg.

Las cantidades de las poblaciones  microbianas estudiadas se expresaron como proporción de bacteria total (∆Ct).  Estos valores de ∆Ct se calcularon mediante la diferencia entre el valor del Ct  del gen diana y el gen de referencia (16S rRNA de bacteria). El ∆∆Ct se  determinó mediante la diferencia entre el ∆Ct de los grupos diana de las dietas  experimentales y ∆Ct de los grupos diana de la dieta control. El porcentaje de F.  succinogenes y R. flavefaciens, relativo a la población de bacterias  totales, se calculó a partir de los valores de ΔCt  como 100×(2∆Ct)-1 y la expresión de los grupos diana relativo al  tratamiento control como 2−Δ∆Ct   (Denman y McSweeney 2006).

Diseño experimental y análisis  estadístico. Se  empleó un diseño completamente aleatorizado con arreglo factorial 5 x 2  (5 dietas experimentales y 2 h de muestreo).  Se efectuaron cuatro repeticiones.

Para el procesamiento de los resultados  se empleó el programa estadístico INFOSTAT, propuesto por Di Rienzo et al. (2012). Se aplicó la dócima de comparación múltiple de Duncan (1955) en los  casos necesarios.

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

No hubo interacciónes significativas  entre las dietas experimentales y las horas de muestreo para las variables  estudiadas. Tampoco se encontraron diferencias en los factores independientes  (dieta experimental y horas) para ninguno de los indicadores determinados. Por  ello, solo se presentan los resultados del efecto de los tratamientos en cada  una de las variables.

En la actualidad, la caracterización de  comunidades microbianas complejas por técnicas moleculares es muy utilizada y  se han  reemplazado los conteos de  microorganismos por los métodos tradicionales de cultivo (Saro et al. 2014). El estudio de los microorganismos del rumen bajo el efecto de diferentes  estrategias de alimentación no escapa de esta tendencia. En este sentido, la  PCR en tiempo real se ha convertido en una poderosa herramienta que permite la  rápida cuantificación de estos microorganismos. El diseño de primers  específicos ha permitido realizar la identificación y cuantificación de los  mismos por esta técnica. En este experimento, la identificación y  cuantificación  de poblaciones  de microorganismos que intervienen en la  degradación de la fibra en el rumen (F. succinogenes, R. flavefaciens y hongos) y de metanógenos totales por RT-PCR (tabla 2) indicó que la inclusión  de M. alba vc cubana no afectó ninguna de estas poblaciones ruminales.  Estos resultados permitieron complementar y corroborar lo obtenido por González et al. (2011), al evaluar el efecto de cuatro variedades de morera en la  población de metanógenos y microorganimos celulolíticos cuantificados por  técnicas de cultivo. 

Los metabolitos secundarios de las  plantas (saponinas, flavonoides y taninos) han demostrado habilidad para  manipular la fermentación ruminal de un modo favorable, que disminuye la  formación de metano en el rumen (Hu et al. 2005, Patra et al. 2006). En el caso de las saponinas, reducen los conteos de protozoos al ser  estos últimos más sensibles a los cambios que provocan estos compuestos en sus  membranas celulares (Moss et al. 2000). De acuerdo a Goel et al. (2008), estos compuestos incrementan la proliferación de bacterias que degradan  la fibra e inhiben la población de hongos. Maldonado et al. (2000) y  García (2003) determinaron la concentración de saponinas en M. alba y no  encontraron presencia de este compuesto en la planta. La ausencia de saponinas  en morera podría explicar entonces que no se encontraran variaciones en las  poblaciones de microorganismos celulolíticos (R. flavefaciens, F.  succinogenes y hongos) y protozoos con la inclusión de esta planta en la  dieta.

Los taninos condensados presentes en  algunas plantas han demostrado ser tóxicos a los metanógenos (Hess et al. 2003, Tavendale et al. 2005). En estudios previos, González et al. (2010) determinaron la composición de taninos condensados de esta variedad de  morera y no encontraron cantidades apreciables de este compuesto. El hecho de  que la morera no presente saponinas y taninos en su composición podría explicar  que su inclusión en la dieta no afectara la población de metanógenos. 

La defaunación o  reducción de los protozoos es una de las vías que se utilizan para disminuir  los metanógenos. Se plantea que los metanógenos establecen una relación ecto y  endo simbiótica con los protozoos del rumen (Finlay et al. 1994,  Ohene-Adjei et al. 2007). Muchos de los metanógenos se observan en la  superficie exterior de los protozoos ciliados del rumen. Por ello, cuando el  número de protozoos disminuye  se reducen  generalmente los metanógenos y, consecuentemente, se reduce la producción de  metano ruminal (Kobayashi 2010). En este trabajo, la inclusión en la dieta de  la variedad cubana de morera no afectó los conteos de protozoos, por lo que  tampoco se afectaron las cantidades de metanógenos.  

En la tabla 3 se  muestra que el porcentaje de   representación de F. succinogenes y R. flavefaciens respecto a la población de bacterias totales no se afectó con la inclusión de M.  alba vc cubana en la dieta. Es importante señalar que para todos los  tratamientos, F. succinogenes tuvo un porcentaje de representación mayor  que R. flavefaciens. Este resultado coincide con lo obtenido por  McSweeney et al. (2007) y Hung et al. (2013), quienes enumeraron  algunas poblaciones bacterianas del rumen de animales alimentados con  diferentes dietas y encontraron que F. succinogenes fue la bacteria  celulolítica predominante. La mayor representación de F. succinogenes que se encontró en este trabajo es favorable, si se tiene en cuenta que es una  de las  bacterias celulolíticas con  mayores potencialidades en la degradación de la fibra (Kobayashi 2010). Por  tanto, el animal podría hacer mejor aprovechamiento del componente fibroso de  los alimentos. 

Los valores de  ∆∆Ct   (figura 1) y la expresión relativa al tratamiento control de las  poblaciones microbianas del rumen, identificadas y cuantificadas (tabla 4),  reflejaron que todos los  tratamientos  que incluyeron M. alba vc cubana mostraron similar diferencia y  expresión relativa al tratamiento control para todas las poblaciones  microbianas. Estas variables demostraron que los niveles de inclusión en la  ración del 15, 20, 25 y 30 % de la variedad cubana no afectó las poblaciones de  hongos F. succinogenes, R. flavefaciens y metanogénicos del  rumen. 

Los metanógenos del  rumen son un grupo especializado de microorganismos que tienen la función de  formar el metano durante la utilización de la energía de los alimentos en este  órgano (Attwood et al. 2008, Liu et al. 2013, Chuntrakort et  al. 2014, Khiaosa-ard & Zebeli 2014). En este estudio, se pudo observar  que la inclusión de la variedad cubana de morera no redujo los números de esta  población microbiana, por lo que se debe esperar que tampoco se obtengan  reducciones en la producción de metano ruminal. Sin embargo, González et al. (2012) al evaluar los mismos niveles de inclusión de esta variedad en el  control de la metanogénesis ruminal, encontraron que todos los niveles  redujeron la producción de metano.   González et al. (2014), cuando evaluaron el efecto de estos  niveles de morera en la población de metanógenos por la técnica molecular de  electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) tampoco hallaron  afectación en estos microorganismos. Por ello, se puede plantear que la  reducción en la producción de metano  con  la inclusión de 15, 20, 25 y 30 % de M. alba vc cubana no es por efecto  directo de esta planta sobre los metanógenos.  

Es favorable que las poblaciones  celulolíticas del rumen estudiadas no hayan sido afectadas con la inclusión de  la M. alba vc cubana en la dieta. Por tanto, de asumir la utilización de  esta variedad como estrategia para el control de la metanogénesis ruminal, se  haría con la seguridad de que no afectarán las principales poblaciones  microbianas que degradan la fibra ni su proceso de degradación en el rumen. 

La inclusión de M. alba vc cubana  en la dieta no afecta los metanógenos ni las principales poblaciones  microbianas que degradan la fibra en el rumen, lo que podría emplearse como  estrategia para reducir la producción de metano en el rumen. El mecanismo por  el que esta planta logra reducir la metanogénesis ruminal no es por  efecto directo sobre los metanógenos.
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