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Resumen

Méndez Ramirez José Hiram, 2017. Cambios en las poblaciones de bacterias
metanogénicas y en la fermentacion ruminal de bovinos alimentados bajo diferentes
estrategias de alimentacion. Tesis de maestria. Tutor: Dr. Ricardo Basurto Gutiérrez.
Comité tutoral: Dr. Pedro Garcés Yepez, Dr. Luis Alberto Miranda Romero. El objetivo de
este trabajo fue determinar el efecto de dos tipos de procesamiento del grano de maiz
(molido vs rolado) y la inclusion de monensina sédica en niveles de 0 6 21 mg por kg de
materia seca sobre las poblaciones de archaeas metanogénicas y protozoarios, el patrén
de fermentacién in vivo y la producciéon de gas y metano in vitro en ganado bovino. Se
usaron 4 novillos de diferentes encastes provistos con canula en el rumen, alimentados una
vez al dia con dietas integrales (16 por ciento de PC, 2.6 megacalorias EM por kg) al 1.8
por ciento de su peso vivo en base seca, en un arreglo factorial 2x2, bajo un disefo
experimental de cuadrado latino 4x4 de 21 dias por periodo. EI muestreo de contenido
ruminal se realizé entre los dias 19 y 21 a las 0, 4 y 8 horas postprandiales. En la prueba in
vivo los resultados indican que el propionato fue mayor con la combinacién monensina y
maiz rolado que con monensina y maiz molido, (interaccién PxM p <0.05). Ambos factores
disminuyeron el numero de protozoarios, pero solo la monensina disminuyo el pH del liquido
ruminal (p<0.05) y afecté las proporciones molares de AGV, reduciendo el acetato y
aumentando el propionato (p<0.05). Ninguno de los factores de estudio afecto la poblacion
de archaeas metanogénicas o la concentracion de amonio (p>0.10). En concordancia con
las pruebas in vivo, la monensina redujo la produccion in vitro de gas y metano (p<0.01),
interactuando con el procesamiento del maiz en la tasa de digestion (p<0.07), con
incremento por la inclusion de monensina y maiz rolado. En conclusion, la disminucién de
la produccion de metano se explica mas por cambios en el patrén de la fermentacion y en
la poblacién de los protozoarios, que por cambios en la poblacion de los microorganismos

metanogénicos.



Abstract

Méndez Ramirez José Hiram, 2017. Shifts in the populations of methanogenic bacteria
and ruminal fermentation of cattle fed under different feeding strategies. Master of science
thesis. Director: Dr. Ricardo Basurto Gutiérrez. Advisors: Dr. Pedro Garcés Yepez, Dr.
Luis Alberto Miranda Romero. The objective of this work was to determine the effect of two
types of corn grain processing (grinding vs rolling) and the inclusion of sodium monensin
at levels of 0 or 21 mg per kg of dry matter on the populations of methanogenic archaea
and protozoan, the pattern of fermentation in vivo and the production of gas and methane
in vitro in cattle. 4 crossed steers provided with cannula in the rumen were used and fed
once a day with integral diets (16 percent of CP, 2.6 megacalories EM per kg) to 1.8
percent of their live weight on a dry basis, in an array factorial 2x2, under an experimental
design of a 4x4 Latin square of 21 days per period. Ruminal content sampling was
performed between days 19 and 21 at 0, 4 and 8 postprandial hours. In the in vivo test, the
results indicate that the propionate was higher with the monensin and rolled corn
combination than with monensin and ground corn, (PxM interaction p <0.05). Both factors
decreased the number of protozoa, but only monensin decreased the pH of the ruminal
fluid (p <0.05) and affected the molar proportions of VFA, reducing acetate and increasing
propionate (p <0.05). None of the study factors affected the population of methanogenic
archaeas or ammonium concentration (p> 0.10). In agreement with the in vivo tests,
monensin reduced the in vitro production of gas and methane (p <0.01), interacting with
the processing of corn in the digestion rate (p <0.07), with an increase by the inclusion of
monensin and rolled corn. In conclusion, the decrease in methane production is explained
more by changes in the pattern of fermentation and in the population of protozoa, than by

changes in the population of methanogenic microorganisms.
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CAPITULO | INTRODUCCION.

La acumulacién de los gases llamados “de efecto invernadero” (GEI) en la atmdsfera esta
provocando el fendmeno conocido como Cambio Climatico, el cual se caracteriza por el
incremento de la temperatura global del planeta. Se espera que este fendmeno altere la
temperatura, patrones de precipitacion, niveles atmosféricos de CO; y la disponibilidad de
agua, afectando en ultima instancia la vida en el planeta (Sejian et al., 2015). Las
consecuencias del cambio climatico son en primera instancia ecolégicas, pero se presentan
en cascada, lo que finalmente impacta la estabilidad socioeconémica global. Los efectos
del cambio climatico son la pérdida de los glaciares, inundaciones, y aumento del nivel del
mar, entre otros. En lo que se refiere a las actividades agropecuarias, la produccién animal
se ve afectada debido a alteraciones en los patrones de crecimiento de forrajes y la
variacion en el ambiente térmico. Estos factores en conjunto pueden afectar la salud,
reproduccion, eficiencia alimenticia y, finalmente la utilidad y viabilidad econdémica del sector
(Sejian et al., 2015).

El dioxido de carbono (CO2), metano (CH.) y el 6xido nitroso (N2O) son considerados
los principales causantes del efecto invernadero y tienen su origen en dos fuentes: naturales
y antropogénicas. Estos gases absorben la radiacion infrarroja solar, la cual posteriormente

emiten hacia la superficie del planeta incrementado la temperatura (Moss et al., 2000).

Aun cuando que el CO; recibe mayor atencion como factor de impulso del
calentamiento global, la emision N2O y CH. tiene un impacto significativo e importante para
el medio ambiente, debido a que ambos tienen un mayor poder de calentamiento que el
primero. Por ejemplo, el CH4 y N2O tienen un poder calorifico de 21x y 250x mas que el
CO. respectivamente. Del total de las emisiones antropogénicas en términos de cada gas,
a nivel global la agricultura genera el 23% de CO,, 60% de CH4y 80% de N2O (Moss et al.,
2000). En este sentido, esta actividad se encuentra bajo constante desarrollo cientifico para

reducir las emisiones de GEI.

Por su parte la actividad pecuaria tiene un aporte significativo a este problema,
debido principalmente a que los rumiantes son considerados emisores importantes de CH4
entérico, ya que se estimo6 que la ganaderia global aporta 18% del total de las emisiones

antropogénicas de CO; equivalentes anualmente, colocandola como una seria amenaza al



medio ambiente (FAO, 2006); se ha estimado que los bovinos pueden producir de 50 a 130
kg de metano /animal/afio (Minson 1993; IPCC, 2006).

En México, de acuerdo con datos del INECC (Instituto Nacional de Ecologia y
cambio climatico), en 2013 el sector agropecuario mexicano expulsé un total de 80169.09
de Gg de CO;equivalentes, lo que significa un 12% de las emisiones totales de GEI a nivel
nacional para ese afio. De estas emisiones, 51208.14 Gg CO. equivalentes (63.88 %),
fueron emitidos como metano por la subcategoria fermentacion entérica por las especies
domésticas. Se concluyé que el ganado carnico y lechero aportan 80.36% y 13.18%
respectivamente, mientras que el restante 6.46% corresponde a otras especies domésticas

(ovinos, caprinos, caballos, mulas y asnos, cerdos y aves)

Considero importante resaltar el hecho de que, aunque el indice de contaminacién
por CHs mostrado en el parrafo anterior por el ganado carnico y lechero depende
directamente de la cantidad de ejemplares para cada caso, el factor de emisién de metano
del ganado lechero es de 100 Kg/animal/afio (INECC, 2015). El consumo de alimento es el
determinante primario de la produccion de metano (Shibata y Terada, 2010); por lo tanto,
cuando la eficiencia alimenticia mejora la cantidad de metano excretado por Kg de
produccién de leche disminuye. Cabe mencionar que en estas condiciones el metano
producido en la fermentacion representa una pérdida de entre 2 y 12% de la energia bruta

consumida (Johnson y Johnson, 1995).

Por otro lado, la composicién de la dieta tiene un papel relevante en lo concerniente
a la emision de metano, por lo que es de importancia conocer que factores nutricionales la

afectan y la respuesta de las comunidades metanogénicas a dichos factores.

La importancia de este trabajo es obtener informacion acerca de la respuesta de las
comunidades metanogénicas a diferentes estrategias nutricionales y evaluar si la
produccién de metano en el ganado bovino tiene relacién con dicha respuesta para mejorar

la eficiencia de produccién y disminuir el impacto ecolégico de la ganaderia lechera.



CAPITULO Il. REVISION DE LITERATURA

Fermentacion de los nutrientes en el rumen

Digestion y metabolismo de los carbohidratos estructurales y no
estructurales en el rumen

La descomposiciéon anaerébica de la materia organica (MO) a CH4 y CO; es un proceso
microbiano complejo que requiere la cooperacién o interdependencia de bacterias
fermentativas anaerébicas y archaeas metanogénicas. Las bacterias del rumen hidrolizan
y fermentan los polimeros y compuestos de la MO. Durante la degradacion ocurren
reacciones de conservacion de energia. Sin embargo, debido a la ausencia de oxigeno, por
cada molécula de glucosa metabolizada, solo hay una ganancia neta de dos moléculas de
ATP y dos NADH.

En general, en las dietas para rumiantes los carbohidratos constituyen entre el 70 y
80% de la materia seca (MS), y se clasifican en carbohidratos estructurales, la cual es una
fraccion constituida por las paredes celulares (celulosa, hemicelulosa y lignina); y en
carbohidratos no estructurales, que son el almidén, fructanos, y acidos organicos (Hall,
2014). La celulosa es el polimero mas abundante en la naturaleza y se ha estimado que
7.5x10'0 toneladas son sintetizadas anualmente a través de los procesos fotosintéticos
(Carere et al., 2008). Ademas, la celulosa es el componente primario de las paredes
celulares de las plantas. Sin embargo, los animales superiores no secretan enzimas
digestivas que puedan digerir la celulosa, por lo que dependen de las enzimas microbianas.
La digestidon pre-gastrica se desarrollé desde hace aproximadamente 35 millones de afos,
lo que les permitié a los rumiantes ocupar un nicho ecolégico muy amplio (Pérez-Barberia
et al., 2004). En el rumen, a diferencia de otros habitats, la digestién de la celulosa y otros
compuestos unidos con enlaces 1 (hemicelulosa, fructosanos, pectina) se realiza en mayor
medida por unas cuantas especies de bacterias que se adhieren directamente a la
superficie de las fibras (Weimer, 1998). Los cientificos estan de acuerdo en que la principal
actividad celulolitica proviene de bacterias primarias, en particular Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus flavefaciens y Ruminococcus albus, aunque también se
reconoce que hay otros microorganismos (hongos, protozoarios, bacterias no

especializadas) secundarios que tienen un papel en el proceso (Weimer, 1996). La principal



caracteristica que comparten las especies celuloliticas primarias es su especializacion para
la digestion de la celulosa y el uso eficiente de los productos de esta hidrolisis como
sustratos para el crecimiento, lo que les da una ventaja para su seleccion con animales que

estan consumiendo dietas altas en forrajes (Weimer, 1996).

El mecanismo de hidrolisis de la celulosa en la digestién fermentativa se basa en
complejos multi-enzimaticos conocidos como celulosomas, los cuales estan constituidos de
18 a 20 proteinas localizadas en la membrana celular facilitando la unién y la degradacién

de la microfibrilla de celulosa por las bacterias.

Este mecanismo ademas de facilitar la hidrolisis de la celulosa y el acceso a los
productos hidroliticos permite a las bacterias adherirse al sustrato evitando que sean
predadas por protozoarios o sean arrastradas lejos de las fibras de celulosa (Church, 1988).
Las bacterias celuloliticas primarias (Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens
¥y R. albus) digieren la celulosa a tasas entre 0.05 a 0.1 % h-', mas rapido que cualquier otra
especie celulolitica conocida (Weimer, 1998). Aunque la digestion de la celulosa esta
determinada por las caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de las paredes celulares
(Van Soest, 1994) la evidencia indica que la cinética de la digestién es de primer orden, es
decir, depende de la concentracion de celulosa o de la superficie disponible para el ataque

microbiano, y no por el numero de microorganismos presentes (Weimer, 1998).

Para que los animales logren obtener altos niveles de eficiencia en sistemas de
produccién intensivos es necesario el uso de granos de cereal por su alto contenido de
energia en forma de almidon. El almidon puede constituir hasta 80% de la MS de los granos
y debido a su alto costo es necesario maximizar su utilizacion en el rumen. En el ganado
lechero el almidén puede constituir entre el 20 a 28% en base MS (Allen y Piantoni, 2014).
Quimicamente el almidon es un polisacarido que se compone de polimeros de glucosa
unida covalentemente con enlaces a 1-4 (Amilosa) y a 1-6 (Amilopectina). Entre los factores
que afectan la degradabilidad ruminal del almidén se pueden mencionar el tipo de grano
(maiz, trigo, cebada, sorgo); procesamiento (molido, rolado, hojueleado con vapor); método
de conservacion (seco, ensilado); relacion de amilosa y amilopectina; tipo de endospermo
(vitreo versus harinoso); nivel de consumo; relacion F:C (Por el efecto de llenado del
rumen); edad de los animales, especie, poblacién microbiana, tamafio de particula (Allen y
Piantoni, 2014).



Sin importar los polisacaridos que son hidrolizados en el rumen, se liberan
monosacaridos y oligosacaridos de 3 a 10 unidades de glucosa, que es captada por los
microorganismos y dirigida a la glucdlisis (Embden Meyerhof), y las bacterias obtienen ATP,
NADH+H y piruvato, que es subsecuentemente reducido a acetato, propionato y butirato,
como se muestra en la siguiente ilustracion:
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Figura 2.1: Produccion de AGV en el rumen. Se muestran las rutas generales para la
fermentacién de los carbohidratos a acidos grasos de cadena corta en las bacterias
fermentativas primarias. Modificado de Stevens y Hume (1998).



Considerando los elementos anteriores, se concluye que los factores de proporcién
en la alimentacion, asi como el nivel de consumo afectan la cinética ruminal, y esto en
consecuencia determina la composicion de las poblaciones de microorganismos en el
rumen. Es decir, las dietas constituidas principalmente por forrajes tienen una buena
cantidad de celulosa, son intermedias en azicares solubles y bajas en almidon. Con este
tipo de dieta, los microrganismos celuloliticos y sacaroliticos son los mas abundantes y el
patron de fermentacién se caracteriza por una mayor proporciéon de acetato y butirato. Por
otro lado, con dietas que contienen elevada cantidad de almidén, como por ejemplo en
dietas de finalizacion, la poblacion microbiana del rumen esta constituida principalmente
por bacterias amiloliticas. Estas compiten por los carbohidratos solubles y productos de la
hidrolisis del almidén, especialmente cuando el pH es bajo, produciendo grandes

cantidades de propionato y lactato (Church, 1988).

En la parte final de la degradacion de los carbohidratos, las archaeas metanogénicas
utilizan como precursores acetato, formato y CO2 como los aceptores finales de electrones
que son aportados por el hidrogeno (Hz) disuelto completando la degradacién de la MO,

siendo el producto final el CHa.

Metabolismo del nitrégeno en el rumen

El nitrdgeno es un elemento critico para los animales ya que es el componente clave de la
proteina (aminoacidos). En nutricion proteica de rumiantes se consideran dos sistemas
biolégicos que coexisten en una interaccion simbidtica y cada uno tiene requerimientos
nutricionales especificos. El sistema microbiano puede utilizar amonio y en menor grado
aminoacidos para el mantenimiento y crecimiento. El sistema animal, por su parte, depende
enteramente de los aminoacidos suministrados por la proteina de origen microbiano y la

proteina de sobrepaso.

La proteina microbiana constituye la principal fuente de aminoacidos que llegan al
intestino y provee entre 50 y 80% de la proteina absorbida en los animales rumiantes (Bach

et al., 2005). Varios factores influyen en la cantidad de proteina que fluye al intestino como



es la energia disponible para el crecimiento microbiano, la eficiencia del crecimiento
microbiano, la cantidad de proteina consumida, los contenidos de proteina susceptible a
ser degradada en el rumen y aquella que es resistente al ataque microbiano pero digestible
en el intestino y el pH del rumen que altera la degradacion de la proteina (NRC, 1985). En
los actuales sistemas de alimentacién se debe establecer la relacion proteina energia con
la finalidad de llenar los requerimientos tanto del animal como de los microorganismos del
rumen (Clark et al., 1992), sin olvidar que la proteina es uno de los nutrientes mas caros

para la alimentacion animal y buscar maximizar la retencién de nitrégeno por los animales.

Importancia de la concentracion de amonio en el rumen

Hasta el 80 % de las bacterias ruminales pueden utilizar el amonio como unica fuente de
nitrégeno para la sintesis de proteina microbiana. El amonio es el metabolito comun de la
degradacion de la proteina dietética, la proteina microbiana y los compuestos nitrogenados
no proteicos (NNP). Una gran parte de la proteina dietética se hidroliza a péptidos y
aminoacidos por parte de las enzimas microbianas. Estos pueden ser incorporados
directamente a la proteina microbiana o bien desaminados para mantener esqueletos de
carbon para la produccion de energia. El amonio puede ser excretado o en algunos casos

reutilizado para la sintesis de novo de aminoacidos requeridos por las bacterias.

La concentracion 6ptima de amonio ruminal que se requiere para el maximo
crecimiento microbiano no esta bien establecida. La cantidad de amonio que puede ser
captada por las bacterias dependera de la tasa de crecimiento, aunque esto ultimo esta
determinado por la cantidad de energia disponible. Satter y Slyter (1974) reportan que la
concentracion minima promedio de amonio para lograr la maxima eficiencia de crecimiento
microbiano es de 5 mg NH3-N/100 ml, aunque reconocen que el limite podria rondar los 20
mg NH3-N/100 ml; Van Soest (1994) menciona que la concentracion éptima podria ser 10
mg NH3-N/100 ml. Sin embargo, hay otros factores que pueden afectar el nivel 6ptimo, como
son: el nivel de consumo, la solubilidad de la proteina dietética y la disponibilidad y tasa de
fermentaciéon de los carbohidratos. Una vez que las bacterias han alcanzado su maximo
crecimiento determinado por la energia disponible, el amonio comienza a acumularse en el

liquido ruminal.

El amonio en exceso es absorbido a través del epitelio del rumen, y conducido al

higado donde es convertido en urea (Basurto, 1995). Una fraccién de la urea es reciclada



al rumen a través de la saliva o de la pared ruminal donde la ureasa de las bacterias
adheridas a la pared del rumen desempefa un papel importante en el reciclaje; sin
embargo, una cantidad significativa de urea es excretada a través de la orina. De acuerdo
a Leng (1993), se sugiere que incrementar la eficiencia del crecimiento microbiano en el
rumen podria reflejarse en una menor produccion de CH4, ya que una mayor cantidad de la
MO fermentada aparece como MO microbiana y no como acidos grasos volatiles u otros

productos de la fermentacion.

Produccion de metano en el rumen y las poblaciones microbianas

Ecologia de la metanogénesis
La metanogénesis es la reduccion del CO2 o moléculas organicas (ej: metanol, metilaminas,

formato o acetato) a CHg, utilizando el gas hidrogeno (Hz2) como donador de electrones
(Winschiers et al., 2013).

El metano es producido por microorganismos pertenecientes al dominio archaea,
que comprende 2 reinos: Euryarchaeaota (metanogénicos, haléfilos extremos, y algunos
hipertermofilos) y Crenarchaeota. Las archaeas metanogénicas son un grupo
filogenéticamente diverso de estrictamente anaerdbicos y cuenta con cinco 6érdenes bien
establecidos: Methanopyrales, Methanococcales, Methanobacteriales, Methanomicrobiales
y Methanosarcinales, con 31 géneros (Hedderich y Whitman, 2013). Pueden utilizar
diversos tipos de sustratos organicos y de aceptores electronicos (CO», nitratos, sulfatos) y
crecen en forma 6ptima en un rango de pH entre 6 y 8, alta salinidad y medios con un alto
potencial redox < -300mv. Las archaeas metanogénicas son el unico grupo microbiano que
acopla la produccion de metano con la generacién de energia (Sirohi et al., 2010). Estas
caracteristicas les permiten sobrevivir en una gran cantidad de ambientes anaerdbicos tales
como pantanos, intestinos de termitas, aguas residuales y en el rumen. No obstante, son
microorganismos que tienen requerimientos nutricionales muy especificos y su aislamiento

no ha sido facil de realizar en condiciones de laboratorio (Zhou et al., 2011).

En los ambientes anaerdbicos, la cadena alimenticia inicia con la degradacion de
los polimeros, como la celulosa, por microorganismos fermentadores primarios tales como
las bacterias celuloliticas. En la degradacion de los polimeros se liberan mondmeros de
glucosa por fermentadores primarios; ésta es posteriormente metabolizada a CO,, Ha,

lactato, acidos grasos volatiles principalmente acetato, propionato y butirato o alcoholes por



este grupo de fermentadores primarios y por fermentadores secundarios que no tienen
capacidad para degradar polimeros complejos. Las archaeas utilizan el H, y CO; resultante
en reacciones de conservacion de energia (Morgavi et al., 2010). Es decir, la
metanogénesis es el paso final de la degradacion de la MO en ambientes anaerdbicos,
donde el H, dona sus electrones para la reduccién del CO2 a CH4 (Thauer et al., 2008;
Hedderich y Whitman, 2013).

Existen otros grupos de bacterias reductoras de sulfato o de nitratos y las
acetogénicas que compiten con las archaeas metanogénicas por el H, disuelto. Aunque las
primeras tienen la ventaja de tener una constante de Michaelis (km) (2 uM) mas bajo para
la captacién del hidrogeno que el km (8 uM) de las metanogénicas, en ambientes como el
rumen la baja disponibilidad de estos sustratos impide que las bacterias reductoras sean
seleccionadas. Por esta razon los micro-organismos metanogénicos predominan en el
ambiente ruminal (Thauer et al., 2008; Ellis et al., 2008).

Las bacterias acetogénicas podrian competir con las metanogénicas por el H;
disuelto en el rumen, sin embargo, en condiciones normales la acetogénesis dificilmente
ocurre debido a que la presion parcial de hidrégeno es menor que el umbral requerido por
los microrganismos acetogénicos (Ellis et al, 2008). Ademas, la actividad de los
microorganismos metanogénicos contribuye a mantener la presién de H- baja, por lo que
los acetogénicos no son capaces de competir efectivamente por el H,. Es importante
considerar que la acumulacion de H; inhibiria el funcionamiento normal de las enzimas
microbianas involucradas en las reacciones de transferencia de electrones, particularmente
de la enzima NADH deshidrogenasa. Es decir, que un exceso de H, puede agotar el NAD
oxidado, por lo que la oxidacion de la MO puede afectarse, deteniendo las reacciones de
trasferencia de energia (Morgavi et al., 2010). Esta interaccion inter-metabdlica entre los
microorganismos productores y consumidores de H»> (metanogénicas) es conocida como
transferencia inter-especies de H>y es una relacion simbidtica, que permite maximizar la
degradacion de la MO en condiciones anaerodbicas. Por esta razon la formacion de CHs es
algo inherente para la fermentacion ruminal por lo que el objetivo disminuirla y no eliminarla

por completo.

Dependiendo de la dieta, la formacién de acetato y butirato en el rumen resulta en
la produccion de gas hidrogeno (H2) y en contraste, la formacién del propionato sirve como



una poza alternativa para la captacion del Hz que resultaria en una reduccion en la
produccion total de CH4 (Moss et al., 2000).

Bioquimica de la metanogénesis

Como ha sido descrito, la metanogénesis es un tipo de respiracion anaerébica con tres
diferentes vias para la formacion de metano que dependen del sustrato a reducir. En la
primera via el CO; sirve tanto como fuente de carbono como el aceptor de electrones; la
segunda via 6 metilotrofica es donde se da la reduccion de un grupo metilo o compuestos
que contienen un radical metilo y; la via acetotroéfica, también llamada reaccién aceticlastica,
la cual es la fragmentacién del acetato en CH4 y CO.. Si la via aceticlastica fuera importante
en el rumen, el aporte de acetato para el animal rumiante podria reducirse; afortunadamente
las metanogénicas que utilizan esta via crecen lentamente en el ambiente ruminal y
desaparecen rapidamente del rumen (Thauer et al., 2008; Kim 2012). Es probable que este
tipo de archaeas crezcan en otros ambientes, como en digestores donde el recambio de

liquido es muy lento.

En un ambiente con varios sustratos disponibles, ocurrira con mayor frecuencia la
reaccion que energéticamente sea mas favorable, es decir la que libere la mayor cantidad
de energia libre; en el rumen esta reaccion seria la que involucra al H, como donador de
electrones (Ellis et al.,, 2008). A continuacion, se presenta la forma condensada de la

reaccion desde el CO, y el Ha

COs+ 4H>= CH4+ 2H.0 AGy =-128 kd/mol.

Debido a que la concentracion de Hz es muy baja (1-10 Pa) y la AG'y de la reaccion
se hace menos negativa (entre -40 y -17 kdJ por mol de CO>) hay una disminucion de la
energia libre y ello solo permite la generacion de <1 mol de ATP por mol de CH4 producido
(Winschiers et al., 2013). Por esta razén la tasa de crecimiento de los metanogénicos es

baja.

Los electrones para la reduccion provienen de enzimas hidrogenasas que estan
ancladas a la pared celular. Las hidrogenasas son enzimas que catalizan la oxidacién
reversible del hidrogeno molecular (Vignais et al., 2001), y son enzimas esenciales para las
metanogénicas, lo cual esta reflejado en la presencia de 5 diferentes tipos de metalo-

enzimas hidrogenasas en estos organismos. Cuatro de estas enzimas son (Ni-Fe)
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hidrogenasas, y una hidrogenasa sin grupo prostético hierro-sulfuro (sitio activo), la cual

solo ha sido encontrada en archaeas metanogénicas (Hedderich y Whitman, 2013).

BA=30AAB=000=anC =0

Figura 2.2 Vias de la metanogénesis. Se muestra el sentido de las reacciones de las vias hidrogenotrdfica (linea
solida negra), metilotréfica (Linea negra punteada), y aceticlastica (lineas grises). Los cuadros en rojo muestran
los intermediarios de la via hidrogenotréfica. En la via metilotréfica cuatro compuestos metilados (Cuadro
amarillo) entran al nivel de metil-S-CoM y uno es oxidado para generar los electrones para la reduccion de los
otros tres. En la reaccion aceticlastica (Cuadro naranja) el carbono metilo del acetato entra al nivel de metil-
H4MPT y es reducido a metano usando electrones de la oxidacion del carbono del grupo carbonilo. Las tres vias
tienen como denominador comun la reduccion de Metil-CoM a metano por la metil-CoM reductasa. Las enzimas
principales de la via hidrogenotrdfica se listan en los cuadros morados. El nimero de electrones transferidos en
cada reaccién redox se lista junto a las flechas apropiadas. Los cuadros en azul contienen la produccion de
energia de cada reacciéon (AG®, kJ/ mol). Abreviaturas: MFR, metanofuran; HsMPT, tetrahidrometanopterina;
HS-CoM, coenzima M; HS-CoB, coenzima B; F20H2, forma reducida de la coenzima acarreadora de electrones

Faz20. Figura modificada de Costa y Leigh (2014).



Protozoarios y su relacién con la produccién de metano

Se sabe que los protozoarios y las archaeas metanogénicas tienen una relacion simbidtica,
especialmente en lo que se refiere a la transferencia inter-especies de Hz. El nimero de
protozoarios oscila entre 10* y 108 células por ml de liquido ruminal y pueden representar
hasta el 50 % de la masa microbiana en el rumen (Abrar et al., 2016). Los protozoarios
ciliados son el grupo mas abundante del rumen y se dividen en dos grupos: holotriquios y
entodiniomorfos. Son potentes productores de H», formato y CO-, los cuales son productos
finales de la hidrolisis de almidones, azucares y fibra (Ellis et al., 2008). Los protozoarios
Entodinium, Polyplaston, Epidinium y Ophryoscolex son los que mas comunmente se
asocian con las metanogénicos Methanobacteriales y Methanomicrobiales (Hook et al.,
2010; Ushida, 2010). En contraste, Kim (2012) menciona a los géneros Methanobrevibacter,
Methanomicrobium como los mas fuertemente asociados con protozoarios. Un tercer grupo
de metagenogénicos denominado rumen cluster C es también asociado, sin embargo,

permanece sin ser cultivado.

Hablando de la relacidn entre protozoarios y metanogénicas, se ha descrito que esta
puede darse en forma de episimbiosis o endosimbiosis (Ushida, 2010). En la primera las
metanogénicas se observan adheridos a la superficie celular de los protozoarios. En
contraste, en la endosimbiosis las metanogénicas estan en el citosol de los protozoarios.
En cualquiera de estos tipos de relacion hay un beneficio basado en la transferencia inter-
especies de Hj, es decir, los protozoarios suministran continuamente H; a las
metanogénicas para su metabolismo energético y la remocién del H, permite que continue
la fermentacion de los polimeros en los protozoarios. EI numero de archaeas
metanogénicas asociadas con los protozoarios, ya sea en la superficie o en el citosol parece
ser regulado parcialmente por la presion parcial de Hz en el rumen. Las metanogénicas
tienden a vivir libres durante las primeras horas postprandiales cuando la presion parcial de
H2 es mas alta. En contraste, cuando la presién de H: es baja el numero de los metanogenos
asociados con los protozoarios se incrementa. Tokura et al. (1997) reporté que el nimero
de metanogénicas por ciliado oscila alrededor de 10* entre una y dos horas después de la

alimentacion.

La presencia de protozoarios se ha relacionado con una mayor digestion de la fibra
y mayor produccion de metano. La disminucién de las emisiones de CH4 en los animales

defaunados podria estar relacionada con varios cambios provocados en el patrén de

12



fermentacion por la ausencia de protozoarios. En animales defaunados, se ha observado
una menor digestibilidad de la fibra la cual esta asociada a una menor proporcién molar de
acetato y ademas una menor relacion Ac:Pr (Noziere et al., 2011). Este cambio resultaria
en la disminucion de la produccion de CH4 por la menor disponibilidad de H, como sustrato
para la metanogénesis. Asi mismo, Hegarty (1999) menciona que las menores emisiones
de CH4 en animales defaunados serian debido a la disminucién de la digestibilidad de la
MS en el rumen y a la disminucion de la poblacién de archaeas metanogénicas. En un
estudio con novillas Brahman (Nguyen et al., 2016), se evaluo el efecto de la defaunacion
y la adicion de nitratos en el rumen sobre la fermentacion y la produccién de CHs in vitro,
concluyendo que la produccion de CH4 se correlaciond positivamente con el numero de
protozoarios en el liquido ruminal durante la fase de refaunacion. En otros estudios de
revision (Morgavi et al., 2010; Newbold et al., 2015) se concluyé que la defaunacién
disminuye la produccion de CHs en 13 y 11 % respecto a los animales faunados. Sin
embargo, hay otros trabajos que no han detectado efecto significativo de la defaunacion
sobre la produccion de CH4 (Ranilla et al., 2007; Hegarty et al., 2008). Se sugiere que la
contribucion de los diferentes grupos de protozoarios a la metanogénesis puede variar en
funcion del tipo de dieta y adicionalmente, que la poblaciéon remanente de metanogénicas
puede crecer después de pasar un tiempo de la defaunacion para compensar por la pérdida
de metanogénicas simbiontes. Se concluye entonces que existe variabilidad en el nimero
de protozoarios, pero se establece el hecho de su existencia e importancia en el proceso

de metanogénesis.

Manipulacion de la fermentaciéon ruminal para la reducciéon de la
produccion de metano

La manipulacion de la fermentacion ruminal tiene como objetivo la optimizacion los
procesos benéficos y la atencidn de los que son ineficientes o dafiinos. Se debe tomar en
cuenta el tipo y nivel de alimentacién, asi como los objetivos del sistema de produccién.
Algunos procesos que se busca maximizar son: la fermentacion de la MO en el rumen, la
digestion de la fibra, la produccién de proteina microbiana. Por otro lado, se busca disminuir
la produccion de lactato, el uso de proteina verdadera para el crecimiento microbiano, la

absorcion de amonio a nivel de rumen y la produccion de CH. (Nagaraja et al., 1997).
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En este respecto, las estrategias para la mitigacién de las emisiones de CH. pueden

ser clasificadas en tres categorias de acuerdo con Knapp et al. (2014):
1.-Alimentos, manejo de la alimentacion y nutricion.
2.- Modificadores de la fermentacion ruminal.

3.-Seleccion genética y otras practicas de manejo.

Composicion de la dieta y su relaciéon con la producciéon de metano

La composicién de la dieta es uno de los principales factores que influyen en la fermentacion
ruminal y, en consecuencia, en la produccion de metano (Bergen y Yokoyama, 1977). Las
modificaciones dietéticas constituyen una de las principales opciones a corto plazo para la
disminucion de las emisiones, y ejercen su efecto alterando diversos parametros de la
fermentacion que a su vez tienen impacto sobre la metanogénesis. Dichas modificaciones
pueden causar disminucion de la fermentacién del alimento, cambios en el sitio de
digestion, cambios en el pH, o cambios en otras poblaciones microbianas, entre otros que
pueden conducir a la disminucién de la disponibilidad de Hz para las metanogénicas. Por
ejemplo, las dietas altas en forraje favorecen una fermentacion de tipo acético que impulsa
la produccion de CH4 porque se libera H» durante la sintesis de este acido. No obstante
alimentos con fibra altamente digestible, por ejemplo, la pulpa de remolacha o la cascarilla
de soya, no incrementan las emisiones de CHs4 como podria esperarse con otros
ingredientes fibrosos como pastos o forrajes de baja calidad. Por otra parte, las dietas altas
en granos promueven la produccion de mas propionato debido a la presencia de bacterias
amiloliticas que sintetizan propionato mediante las vias del succinato y acrilato,
incrementando de este modo la proporcion molar de este acido. La sintesis de propionato
es un captador de H2 en el rumen que compite con la metanogénesis, por lo que las dietas
que favorecen una baja relacién aceteto: propionato generalmente reducen las emisiones
de metano. Las menores emisiones de CHs en animales alimentados con nivel alto de
concentrado también pueden explicarse por la disminucién del pH y del numero de
protozoarios (Martin et al., 2009). Los bajos pH observados (<6.0) en animales con dietas
altas en concentrados inhiben directamente a los metanogénicos (Van kessel y Russel,
1996) y adicionalmente, el efecto sobre las bacterias celuloliticas (Weimer, 1998), podria

reducir la digestion de la fibra limitando la disponibilidad de Ha.
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En los sistemas intensivos de produccion de carne las relaciones pueden incluir
hasta 90% de concentrado. Sauvant y Ginger Reverdin (2007) (citado por Martin et al.,
2009) mencionan que la relacién entre la proporcion de concentrado y las emisiones de CH4
es curvilineal, con las pérdidas de CHs siendo relativamente constantes en dietas
conteniendo entre 30 a 40% de concentrado, donde el CH4 constituye entre 6 a-7 % de la
energia bruta consumida. El porcentaje de CH4 disminuye hasta niveles de entre 2-3% en
animales consumiendo dietas con niveles entre 80 y 90% de concentrado que son la dieta
tipica para ganado de carne en finalizacion (Lovett et al., 2003; Beauchemin y McGinn
2005).

En contraste, las dietas para ganado lechero deben contener entre 40 al 60% de
forrajes, principalmente para no afectar el contenido de grasa de la leche y evitar
desdérdenes digestivos como acidosis ruminal o desplazamiento de abomaso. Debido a que
las vacas lecheras consumen entre 18 a 25 kg de MS al dia y al alto porcentaje de forraje
en la dieta, se estima que pueden producir entre unos 250 a 600 litros de CH. al dia lo que
equivale a una pérdida de entre 6 a 10 % de la energia bruta consumida (Moe y Tyrrel 1979;
Sauer et al., 1998).

Mencion especial es el uso de ensilados de maiz como mitigadores de las emisiones
de CH4 (Mills et al, 2008; Beauchemin et al., 2008), en vez de pastos ensilados o
henificados. De acuerdo con Beauchemin et al. (2008), el efecto mitigador de los ensilados

se puede explicar mediante tres mecanismos

1) El almidén del grano sin fermentar en el silo favoreceria la produccion de
propionato, en vez de la de acetato en el rumen.

2) El incremento del consumo voluntario por la inclusion del ensilado de maiz se
traduce en una disminucién del tiempo de residencia del alimento, restringiendo
la fermentacion ruminal y, a su vez, se aumenta el sobrepaso de almidon.

3) Cuando el silo de maiz reemplazo el silo de pasto en la dieta, hubo incremento
del consumo de MS y mejoré el desempeno productivo de los animales (mayor
produccién de leche) lo que podria disminuir las emisiones de CH4 por unidad

de producto animal.
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Efecto del procesamiento de los granos en la produccion de metano

Una de las estrategias nutricionales ampliamente utilizada es el procesamiento de los
granos, el cual tiene como objetivo primario aumentar la disponibilidad del almidén, ya sea
a nivel ruminal y/o pos-ruminal. En general, los métodos de procesamiento consisten desde
la disminucién del tamano de la particula (molido, quebrado) a otros que ademas de
disminuir el tamafio de la particula, alteran la matriz proteica o estructura del almidén

mediante el uso de calor humedo (rolado humedo u hojueleado) (Theurer et al., 1999).

Como ha sido mencionado, el efecto del procesamiento de los granos es el
incremento de la extension de la fermentacion del almidén en el rumen y, en consecuencia,
la reduccion de la cantidad de almidén que escapa al intestino (Knapp et al., 2014).
Considerando la capacidad limitada para la absorcién de glucosa en el intestino de los
rumiantes, el uso del almidon es mas eficiente cuando se fermenta en el rumen’. Si bien el
procesamiento mejora el uso de los granos desde el punto de vista econdémico, ya que una
menor cantidad de almidon aparece en las heces reduciendo las necesidades de granos,
se debe considerar que el procesamiento de los granos puede resultar en excesiva y rapida
fermentacién del almidén que puede dar origen a trastornos como acidosis ruminal,
desplazamiento de abomaso o reduccion del consumo y la digestibilidad total (Owens,
2005). Firkins et al. (2001) reportaron que el incremento de la digestibilidad total en todo el
tracto digestivo del almidén del grano de maiz por el tratamiento con vapor fue
aproximadamente 6%, lo que resultdé en un incremento en la produccion de leche en vacas
con consumo de alimento similar, lo cual puede ser explicado porque el procesamiento
incrementd la fermentacion de la MO en el rumen, lo que se traduce en una mayor
produccién de AGV totales con una mayor proporcion de propionato y finalmente, en mayor

cantidad de energia metabolizable para el animal.

El cambio en la tasa y extensién de la digestion del almidon de los granos
procesados afecta la fermentacioén y las poblaciones microbianas en el rumen. Por ejemplo,
una reduccion importante del pH del rumen afecta a las bacterias celuloliticas, pero otras
poblaciones (v.g. protozoarios o metanogénicas) podrian ser también afectadas. De

acuerdo con Hristov et al. (2013), el procesamiento de los granos puede ser una practica

1 Comunicacién personal Dr. Tom Tylutky, phD, CEO AMTS LLC en el seminario “Advenced
formulation and NDF explained”

16



efectiva para mitigar las emisiones de CH., especialmente cuando se considera la
produccion relativa de CHa, es decir, la produccion de CH4 por unidad de producto animal
(leche, kg carne). Knapp et al. (2014), sugieren que la reduccion relativa del CH4 se puede
explicar por la disminucion de la velocidad de la tasa de pasaje ruminal de las particulas de
grano tratadas, los incrementos en la produccion total de AGV y de la proporcion de
propionato, asi como el aumento en el consumo de MS digestible.

En términos absolutos, el procesamiento de los granos incrementa la produccion de
CH. y mejora la eficiencia del crecimiento microbiano. Que la produccion total de CH4 se
incremente, se explica porque una mayor cantidad de MO es fermentada en el rumen.
Aunque, por otro lado, Leng (1993) sugiere que segun aumenta la eficiencia del crecimiento
microbiano, la cantidad de MO fermentable aparece como MO microbiana y se reduce la
MO que es transformada en AGV por lo que en consecuencia, disminuiria la produccion de
CHa4. Esto sugiere que la fermentabilidad de la MO es mayor de lo que las bacterias pueden

incorporar a su masa.

En ganado de carne, también se han observado efectos benéficos en el
comportamiento animal aplicando procesamiento a los granos. Yang et al. (2012) evaluaron
el procesamiento de precision del grano de cebada para la finalizacién de ganado de carne.
El procesamiento mejord el consumo de alimento, la digestibilidad y la eficiencia alimenticia.
Los autores (Yang et al., 2012), estimaron que los animales alimentados con cebada tratada
con el procesamiento de precision estarian en corral 25 dias menos y se ahorrarian 163 Kg
de alimento por animal. En términos de produccién de CH4, menos alimento se fermenté en
el rumen, lo cual debe significar una menor cantidad de CH4 por animal y por unidad de

produccion.

En otro estudio conducido con novillos en camaras de respiracion (Hales et al.,
2012), se evaluo el efecto del procesamiento del grano de maiz y la inclusion de WDGS
(grano humedo de destileria) sobre el metabolismo energético, y también el balance de
nitrégeno y pérdidas de CH4 entérico de novillos Jersey en finalizacién alimentados con

dietas con 73% de maiz, en el que ademas también se redujo la produccion de CHa.
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Procesamiento mecanico para disminucién del tamaino de particula

Entre los principales métodos de procesamiento del maiz utilizados para alimentacion del
ganado estan los que involucran reduccion en el tamafio de particula, de los cuales los mas
populares son el molido y el rolado (con o sin la adicion de agua y vapor). Para el
procesamiento molido se requiere el uso de un molino de martillos el cual reduce el tamafio
del grano hasta que es suficientemente fino para pasar a través de una criba, en la que el
maiz alcanza un tamano de particula fina (Richards y Hicks, 2007) y obtener la maxima
digestion total en todo el tracto digestivo. Las particulas que son mas grandes y permiten
menor entrada de agua resistiran mas el ataque de los microbios en el rumen y de las
enzimas en el intestino (Owens, 2005). En contraste, el maiz rolado en seco es procesado
en un molino de rodillos y su tamafo de particula es mayor (Richards y Hicks, 2007), pero
su digestibilidad podria ser mayor que la del maiz molido debido a que la extension de la
digestion es mayor para hibridos de maiz que contienen mas endospermo harinoso cuando
el procesamiento es rolado en comparacion con hibridos que tienen mayor proporcion de

endospermo vitreo (Zinn et al., 2011).

En este sentido, el procesamiento del maiz con ambos métodos modifica la
degradabilidad de los granos en el rumen ya sea cambiando la tasa de digestion o
cambiando la distribucion de la materia seca del grano sobre las diferentes fracciones
(soluble, potencialmente degradable o no degradable). En consecuencia, esto puede
resultar en cambios de las poblaciones microbianas, especialmente en las metanogénicas

o de protozoarios que podrian resultar en la disminucion de las emisiones de CHa.

En general, se puede decir que los efectos del procesamiento de los granos son
consistentes sobre la fermentacién ruminal y el comportamiento animal, pero se requieren
mas estudios sobre su efecto en la produccion de CHs, en los cambios en las poblaciones
metanogénicas del rumen y su posible interaccion con otros medios para manipular la

fermentacion ruminal.

Efecto de la monensina sédica en la produccion de metano y en las
poblaciones metanogénicas y de protozoarios

La monensina sodica es un antibiético producido por el hongo Streptomyces cinnamonensis
y es utilizada para mejorar la eficiencia alimenticia, ganancia de peso y la produccion de

leche (Bergen y Bates 1984; Sauer ef al., 1998). Recientemente, se ha renovado el interés
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en la monensina como estrategia para la mitigacion de la producciéon de CH4 entérico, ya
que se sabe que inhibe microorganismos gram-positivos y protozoarios, que son de los
principales microorganismos productores de gas Hz en el rumen, el cual es utilizado como

sustrato por las archaeas metanogénicas. (Bergen y Bates, 1984).

No es claro como la monensina altera la produccion de CHa, ya que esta no inhibe
directamente a los microorganismos metanogénicos (Weimer et al., 2008; Hook et al.,
2009), pero se ha sugerido que la mitigacion del CH4 podria explicarse por la inhibicién de
bacterias y protozoarios productores de gas Ha.

Los resultados de Van Nevel y Demeyer (1977) apoyan esta sugerencia debido a
que la infusion de gas H- restablecié la produccion de CHs en medios in vitro que fueron
dosificados con monensina. Adicionalmente, la reduccién de la disponibilidad de H, podria
afectar la eficiencia de las reacciones de conservacion de energia (Produccion de ATP), lo
que podria repercutir en la viabilidad de las metanogénicas en el rumen, como fue sugerido
por Ellis et al. (2008) o Winschiers et al. (2013).

Por otro lado, el cambio en el patron de fermentacién podria ser explicado porque la
monensina selecciona a favor de bacterias productoras de propionato. Las bacterias
propionogénicas, al usar Hy para la sintesis de propionato compiten con las archaeas
metanogénicas disminuyendo su sustrato. En concordancia con esto, la monensina tiene
un efecto consistente en el incremento de la proporcion de propionato en el liquido ruminal
(Bergen y Bates 1984; Russell y Strobel 1989).

La suplementacién con ionéforos ha reducido la metanogénesis hasta en un 25%

pero la duracién del efecto inhibitorio ha sido variable (Johnson y Johnson, 1995).

Hook et al. (2009) estudiaron, mediante biologia molecular, los cambios en la
poblacion metanogénica en respuesta a la inclusion de monensina. No obstante que hubo
disminucion numérica de la poblacion de metanogénicos por efecto de monensina, dicha
diferencia no fue estadisticamente significativa. La reducciéon de la produccién de CH4
reportada en la literatura sin cambio en el numero de metanogénicas sugiere que la

eficiencia de la produccion de CH4 fue menor por la baja disponibilidad de H..

Odongo et al. (2007) investigaron el suministro continuo de monensina por seis
meses en vacas lecheras. Veinticuatro vacas recibieron una racién RTM con o sin

monensina (24 mg/kg), fueron alimentadas por pareja y se midieron mensualmente los
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niveles basales de metano en el rumen. Se encontré que el tratamiento con monensina
causo una reduccion entre 7 a 9% en la produccion de CHs4 en comparaciéon con el
tratamiento control. El efecto de la monensina se mantuvo durante los seis meses del

estudio.

Sin embargo, en otros estudios el efecto de la monensina ha sido inconsistente,
debido quiza a diferencias en la composicién de las dietas, diferentes métodos de medicién

del CHs4, dosis o adaptacion microbiana (Appuhamy 2013).

Guan et al. (2006) investigaron el uso de monensina (33 mg /kg) y del nivel de
concentrado en la dieta sobre la produccion de CH4 en novillos, utilizando la técnica de gas
traza hexafloruro de azufre (HF¢). En las primeras dos semanas, la monensina redujo la
produccién de CHs4 y el conteo de protozoarios, independientemente del nivel de
concentrado. Sin embargo, los nimeros de protozoarios y los niveles de produccion de CH4
retornaron a los niveles basales después de 6 y 3 semanas para las dietas bajas o altas en
concentrado suplementadas con monensina respectivamente (es decir, en los animales
alimentados con mas concentrado en la dieta, la resistencia a monensina tardé menos en
presentarse). Los autores concluyeron que el efecto de la monensina sobre el nivel de
produccién de CH4 en el rumen esta relacionado a la poblacion de protozoarios ciliados y
que cuando esta poblacién se adapté a la monensina, los niveles de produccion de CH4
regresaron a los niveles previos al tratamiento. Estos datos podrian limitar el uso de la

monensina en el ganado lechero.

En un trabajo disefiado para estudiar el efecto de la suplementacion discontinua de
monensina sobre la produccion de CH4 en vacas lecheras lactantes (Sauer et al., 1998), se
ofrecié una dieta con monensina (24 mg/Kg MS) en raciones totalmente mezcladas (RTM)
por tres semanas, seguido por una dieta sin monensina por cinco meses para nuevamente,
en ultima instancia ofrecer la dieta con monensina por un segundo periodo de 3 semanas.
En las primeras tres semanas, la suplementacion de monensina disminuyo el consumo de
alimento, incrementé la produccién de propionato en el rumen y, por otro lado, disminuyd la
produccién de CH4. Sin embargo, en el segundo periodo de suplementacion con
monensina, ya no se detectaron los efectos que se observaron durante el primer periodo
con monensina sobre la produccion de CH4 y el patron de fermentacion. Los autores
sugieren que la flora pudo desarrollar resistencia a la monensina; pero este argumento

puede no ser aceptable porque la resistencia se desarrolla cuando se suministra el
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antibiotico de forma continua (Russell y Houlihan, 2003). Ademas, el periodo de retiro de la
monensina fue demasiado largo para esperar que las bacterias adaptadas se mantuvieran
en el rumen por largo periodo, por lo cual, otros factores pudieron haber contribuido a los
resultados reportados por Sauer et al. (1998). Por otro lado, se han estudiado esquemas
de rotacién en el suministro de iondforos para disminuir la aparicion de resistencia
microbiana, sin que se indique que la resistencia se mantenga a través del tiempo (Guan et
al., 2006).

Es importante determinar si el efecto de la monensina es afectado por el tipo de
grano o su procesamiento y si los cambios en la produccién de CH4 estan relacionados con
cambios en las poblaciones metanogénicas o con cambios en los patrones de fermentacion

en el rumen.

Métodos basados en PCR para estimar las poblaciones metanogénicas

Debido a sus caracteristicas y requerimientos fisioldgicos particulares, las archaeas
metanogénicas son microorganismos muy dificiles de aislar y mantener en cultivo (Zhou et
al., 2011). Por esta razon, muchos investigadores han escogido estudiar las poblaciones

metanogénicas con técnicas no dependientes de cultivo.

La mayoria de estas técnicas son moleculares y su éxito recae en la calidad de los
acidos nucleicos obtenidos de la extraccion en la muestra. Con el desarrollo de estas
técnicas se han podido identificar y caracterizar muchos microorganismos metanogénicos,
con base en el analisis de la diversidad molecular de las secuencias del gen 16S rRNA y,
recientemente del gen mcrA. Este ultimo gen tiene la ventaja de ser especifico para los
metanogénicos y codifica la sintesis de la enzima Metil coenzima M reductasa, la cual

cataliza el paso final de la metanogénesis (Denman et al., 2007).

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la mas poderosa
para la deteccion de pequefas cantidades de acidos desoxirribonucleicos o secuencias
objetivo. Las secuencias son amplificadas en proporcion a la cantidad inicial presente en la
muestra lo que condujo al desarrollo de la RT-PCR punto final cuantitativa. Con la
electroforesis y el bromuro de etidio, se verifica la expresion y el tamafio del gen objetivo

en el producto de reaccion de la RT-PCR. Sin embargo, debido a que en la PCR punto final
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la amplificacion es variable a través del curso de tiempo de la reaccion se pierde sensibilidad

y no puede ser usada para la cuantificacion de secuencias objetivo (Fraga et al., 2014).

En contraste, la PCR en tiempo real (qQPCR) funciona de manera similar a la RT-
PCR, con la diferencia de que la gPCR mide el numero de copias de la secuencia objetivo
producidas en cada ciclo de amplificacidén por medio de fluorescencia. La técnica cuantifica
la produccion de secuencias objetivo en la fase exponencial de la reaccién de PCR, cuando
la eficiencia de la reaccion es cercana al 100%, a diferencia de RT-PCR donde la medicion
del producto se realiza en la fase final o “plateau” (Fraga et al., 2014). Con la qPCR el
numero de copias de un gen particular se puede determinar de forma precisa (Zhou et al.,
2011).

El método de fluorescencia usado con mayor frecuencia es el SYBR Green. Este es
un colorante no especifico que se une a todas las hebras de ADN de doble cadena y emite
fluorescencia cuando esta unido a las cadenas de ADN. Tras cada ciclo, al aumentar la
cantidad de secuencias objetivo hay un aumento de la cantidad de ADN de doble cadena,
por lo que se emite y registra mas fluorescencia por el detector del equipo (Higuera et al.,
2012). Sin embargo, este método de fluorescencia requiere que los iniciadores sean muy
especificos para evitar la formacién de otros productos diferentes a la secuencia objetivo,
ya que el colorante no puede distinguir entre los diferentes productos de doble cadena lo
que podria resultar en una sobreestimacién del niumero de copias del gen objetivo.

Entre las ventajas que tiene gPCR sobre la RT-PCR convencional se ha mencionado
que la reaccion es mas rapida, ya que requiere un menor nimero de ciclos y no es necesaria
la deteccion y medicion de productos posterior a la electroforesis. Adefmas, el uso de
colorantes fluorescentes permite la deteccién de cantidades muy pequenas de secuencias

objetivo.

Una desventaja es que se requiere hacer una fuerte inversién para adquirir el equipo

necesario para la prueba y el costo relativamente alto de los reactivos.

Hay pocos estudios que hayan aplicado la gPCR para analizar cuantitativamente las
poblaciones de archaeas metanogénicas en respuesta a los cambios en la dieta de los

animales.
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A pesar del hecho que los ingredientes y la composicién de la dieta juegan un papel
importante en la produccion de CH. por los rumiantes, no se han hecho esfuerzos
suficientes para evaluar la respuesta de las comunidades metanogénicas a diferentes
estrategias nutricionales y relacionar dichos cambios con la mitigacién de las emisiones de
CH4 (Chong et al., 2014).

Monensina es amplamente utilizada por su efecto en la fermentacién ruminal y en
distintas poblaciones microbianas, mientras que el procesamiento de los granos es usado
para mejorar la eficiencia del uso del almidon y de la energia en el rumen. Sin embargo, se
desconoce si sus efectos en la fermentacion ruminal y en las poblaciones microbianas son
independientes o existe algun tipo de interaccion. Asi mismo, existen pocos datos de la

respuesta de las comunidades metanogénicas al uso de estas estrategias.
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CAPITULO Il OBJETIVOS

El presente trabajo forma parte del proyecto institucional: “Emisiones de metano, su
relacion con factores nutricionales y genéticos y desarrollo de estrategias de
mitigacion en tres sistemas de produccion de leche de bovino en México” que tiene
como objetivo obtener indicadores de la produccion de metano para desarrollar estrategias

nutricionales y reducir o mitigar con ello las emisiones de metano en México.

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el uso de estrategias nutricionales sobre los cambios de las poblaciones
microbianas (archaeas metanogénicas y protozoarios) y su relacién con el patron

de fermentacion y la produccion de metano.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de diferentes estrategias nutricionales:

Procesamiento del grano de maiz (molido vs rolado en seco) y la inclusién de un
ionéforo (monensina sédica) sobre los cambios del patréon de fermentacién ruminal de
novillos.

2. Determinar la digestibilidad in vitro de la materia seca, la produccién in vitro de gas y de
CH4 vy la cinética de produccién de gas de las dietas experimentales en respuesta al
procesamiento del grano de maiz y la inclusion de monensina sodica.

3. Estimar la produccion de metano in vivo de novillos alimentados con dietas a base de
ensilado de maiz y concentrado que incluyen monensina sodica y dos procesamientos

del grano de maiz (molido vs rolado en seco).
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CAPITULO IV MATERIALES Y METODOS.

Se realizaron dos pruebas experimentales en las instalaciones del CENID F y MA del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ubicadas

en km 1 de la carretera a Colon en Ajuchitlan, Colén, Querétaro.

Experimento 1.

En la primera prueba el objetivo fue determinar in vivo el efecto del tipo de procesamiento
de grano de maiz (molido vs rolado en seco) y la inclusién de un ionoéforo (monensina
sodica) sobre los cambios de las poblaciones de archaeas metanogénicas, protozoarios, y

en la fermentacion ruminal (pH, amonio, acidos grasos volatiles).

Se utilizaron cuatro novillos de diferentes encastes con un peso vivo promedio de

805 kg (65 kg), provistos con una canula en el rumen, los cuales fueron alojados

individualmente en corrales (9x8 m) con piso de tierra, comedero de cemento tipo canoa
con banqueta de piedra, sombra y agua a libertad. Los animales fueron pesados sin ayuno
previo de agua o alimento en el dia 1 de cada periodo experimental a las 10:00 horas con

la finalidad de ajustar la cantidad de alimento ofrecido.

En el cuadro 4.1, se indica el esquema para la toma de muestras en cada periodo
experimental. Los animales fueron alimentados diariamente una vez al dia por la mafiana'y
se fij6 el consumo a un nivel de 1.8% de su peso vivo (base seca) del cual 51.3% de la
racion total fue forraje y 48.7 % concentrado. Los rechazos de alimento fueron medidos en
los ultimos 3 dias de cada periodo experimental. La composicion porcentual de las dietas
se expresa en el cuadro 4.2 y la composicion quimica calculada de las mismas en el cuadro
4.3.
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Cuadro 4.1 Programa de actividades de los periodos experimentales

PERIODO EXPERIMENTAL

Dia

Actividad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Alimentacion X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Pesaje de los animales X X
Toma de muestras X X X
Rechazos de alimento X X X
Contenido ruminal

Oh X

4 h X

8h X
Produccidn in vitro de X

gas y metano
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Cuadro 4.2 Composicion porcentual de las dietas experimentales

Tratamientos experimentales

A B C D
Grano de maiz Molido
Monensina (mg / kg) 0 21 0 21
Ingredientes Base seca (%)
Ensilaje de maiz 38.0 38.0 38.0 38.0
Mezcla de pasto nativos 13.3 13.3 13.3 13.3
Grano de maiz 25 25 25 25
Pasta de soya 12.2 12.2 13 13
Gluten de maiz 4 4 3.2 3.2
DDGS 2.49 2.49 214 2.14
Minerales 0.83 0.83 1 1
Aceite vegetal 2.5 2.5 2.5 2.5
Carbonato de calcio 1 1 1.06 1.06
Bicarbonato de sodio 0.5 0.5 0.5 0.5
Urea 0.18 0.18 0.295 0.295
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Cuadro 4.3 Composicion quimica calculada de las dietas experimentales

Componente nutricional A B C D
Proteina cruda, % 16.04 16.04 16.04 16.04
Proteina no degradable en rumen, % PC 34.76 34.76 35.17 35.17
Proteina degradable en rumen % PC 65.24 65.24 64.83 64.83
Energia metabolizable, Mcal/kg 2.69 2.69 2.69 2.69
Energia neta de mantenimiento, Mcal/Kg 1.85 1.85 1.84 1.84
Energia neta de lactacién, Mcal/kg 1.73 1.73 1.73 1.73
Energia neta de ganancia, Mcal/Kg 1.20 1.20 1.18 1.18
FDN % 34.17 34.17 33.94 33.94
Calcio, % 0.58 0.58 0.60 0.60
Fésforo, % 0.31 0.31 0.34 0.34
Relacion Ca: P 1.85 1.85 1.80 1.80
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Determinaciéon del tamano de particula del maiz utilizado en las dietas

Se realiz6 analisis del tamafio de particula de los dos tipos de maiz usados en las dietas

experimentales de acuerdo a la metodologia y calculos descritos por Baker y Herrman
(1995). Los resultados se muestran en el cuadro 4.4.

Cuadro 4.4 Analisis de tamaino de particula del grano de maiz usado en el

experimento

Tamafio de particula del

maiz pym, % del total Maiz Molido Maiz rolado
>2000 4.97 80.53
600-2000 57.31 13.21
420-600 5.11 0.66
300-420 22.24 2.90
150-300 10.33 2.60
90-150 0.02 0.1
<90 0.02 .01
Tamafio de particula
_ 739.93 3067.89
promedio, um
Desviacion estandar
_ 2.07 5.62
geométrica
Area de superficie, cm?/g 185.66 152.03
Particulas/ gramo 47565.36 39992700
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Procedimientos generales de muestreo

En los tres ultimos dias de cada periodo experimental (19,20 Y 21) se recolectd
aproximadamente un kg de contenido ruminal de cada animal a las 0, 4 y 8 horas
postprandiales. Se sortearon los tiempos de muestreo, de tal manera, que en el dia 19 se
colecto el contenido de las 8 horas postprandiales; en el dia 20 el contenido de las 0 horas
postprandiales (previo a la alimentacién); y en el dia 21 el contenido de las 4 horas
postprandiales (Cuadro 4.1). El liquido ruminal se colocé en un termo a 39°C para su
transporte al laboratorio. Una vez ahi, el contenido se licué por dos minutos bajo atmosfera
de CO; para separar las bacterias de las particulas sélidas. En seguida, se filtré el contenido

ruminal a través de cuatro capas de gasa y se tomaron cinco submuestras.

Determinacion del pH

Se tomé una alicuota de 50 ml de liquido ruminal filtrado, a la cual le fue medido su pH
inmediatamente usando un pH metro portatil (Modelo Orion).

Determinacién de nitrogeno amoniacal NH3-N
A la segunda alicuota de 100 ml se le midié inmediatamente la concentracién de amonio
con el uso de un electrodo ion selector (AOAC, 1999). Para este procedimiento se

prepararon las siguientes soluciones:

1) Solucion stock (1000 ppm): Se peso6 0.315 g de cloruro de amonio (NH4 Cl) en
un frasco de 100 ml y este se aforé con agua destilada. A partir de esta solucion
se hicieron diluciones para tener concentraciones finales de 100,50,20,10,5y 1
ppm en las soluciones de calibracion.

2) Solucion ajustadora (ISA =lonic Strength Adjustor): Se pesaron 3.72 g de EDTA
disddico en un frasco de 200 ml y se agregaron 20 ml de metanol. Por otro lado,
se pesaron 40 g de hidroxido de sodio (NaOH) en un vaso de precipitado de 500
ml y se disolvieron con 100 ml de agua destilada. El NaOH disuelto se transfirid
al frasco de 200 ml que contenia la mezcla de EDTA y metanol y se llevé a un
volumen de 200 ml con agua destilada.

3) Solucion de llenado del electrodo: Se disolvieron 5.349 g de cloruro de amonio
(NH4 CI) en 1 litro de agua destilada.

4) Preparacion del electrodo: En la punta de la camisa del electrodo se colocd una

membrana impermeable o selectiva al ion amonio (NH4), evitando manipularla
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demasiado. Utilizando una pipeta, se afiadié dentro de la camisa del electrodo
2.5 ml de la solucién de llenado. Por ultimo, el electrodo se inserté dentro de su
camisa y se dejo reposar toda la noche en un vaso con solucion stock 1000 ppm.
Para obtener la curva de cuantificacion, se realiz6 la determinacion de los mv de
las soluciones de calibracion descritas previamente las cuales tienen una
concentracion conocida en ppm de amonio. A los 100 ml de cada solucion de
calibracién se les afadid 2 ml de solucién ISA e inmediatamente se tomo la
lectura en mv con el potenciémetro (modelo Orion). El nimero de mv obtenidos
en cada solucion de calibracion se regresé contra el logaritmo de la
concentracion de amonio en ppm de los estandares (log NHss) para obtener la

siguiente ecuacion:
mv = —58.4981log NH3 +161.15

Donde la variable dependiente y es la lectura en mv obtenida en el potenciémetro
y la variable independiente x es el logaritmo de las partes por millén de nitrégeno
amoniacal (ppm). La ecuacion de prediccion tiene R?=0.9996 y error estandar de
prediccion (EER) de 0.93971. Para determinar las ppm de nitrégeno amoniacal

se despejo de la ecuacion la variable independiente (log NHz3):

mv — 161.15

log NH3 = —=2=58

Una vez obtenido el logaritmo, este se usé como exponente para elevar el

numero 10 y asi obtener el nitrdgeno amoniacal en ppm de la muestra:

NH3 (ppm) = 10'°9 NH3
El resultado NH3 (ppm) se multiplicé por 0.1 para transformarlo en miligramos de
amonio (NH3/100 ml). Para obtener la concentracion de nitrégeno amoniacal (N-

NHs3) se multiplicé los mg de amonio por la proporcion del peso molecular del N

en la molécula de amonio (0.823529).
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6) Para la determinacién de los mv en la muestra de liquido ruminal se repitio el
mismo procedimiento que para las soluciones de calibracién. A 100 ml de liquido
ruminal se le anadieron 2 ml de solucién ISA e inmediatamente se tomé la lectura
con el potenciometro. Posteriormente se usé la ecuacidon de prediccion para

determinar la concentracion en ppm de la muestra.

Determinacién del patron de acidos grasos volatiles (AGV)

Para determinar la concentracién de los acidos grasos volatiles en el liquido ruminal, se
siguié la metodologia sugerida por Tejada (1992). Para lo cual, se colecté una alicuota de
5 ml de liquido ruminal filtrado que se almacend en congelacion a -20°C hasta su analisis.
Posteriormente, las alicuotas fueron descongeladas y se les agregdé 1 ml de &acido
metafosforico (25% p/v), dejandose reposar en hielo por 30 minutos. Una vez transcurrido
este tiempo, las alicuotas fueron centrifugadas a 12000 rpm. Debido a que el liquido ruminal
aun presentaba agregados de proteina se procedié a centrifugar una segunda ocasion bajo
las mismas condiciones. Entonces las muestras fueron analizadas por cromatografia de
gases en un equipo 6890 GC (Agilent technologies) equipado con detector de ionizacion de
flama (FID), un automuestreador (7683B series Injector autosampler), una columna capilar
DB-WAX (modelo 122-7032 ;30 m de longitud, 0.250 mm diametro interno y con una
pelicula con grosor de 0.25). Se utilizé helio como gas acarreador y la separacién de los
acidos grasos volatiles se logré con las siguientes condiciones de las corridas: La
temperatura de la columna se establecié en 180°C por 45 minutos y se utilizé una rampa
de temperatura, que consistié en incrementos de 30 ° por 5 minutos hasta alcanzar una
temperatura final de 185° y, posteriormente se redujo 30° cada 3 minutos. Para determinar
la concentracion de acidos grasos volatiles en g/L se elabord una curva estandar usando
estandares de cada acido graso donde el componente lineal se estimé en rangos de 0 a 16
g/L para acetato y butirato, 0 a 2 g/L para propionato,0 a 0.4 g/L para valerato e isovalerato
y 0 0.2 g/L para isobutirato. Se inyecté un pl de cada estandar para determinar su area
generada por el cromatdgrafo (Area). Las areas se regresaron sobre las concentraciones
de los estadares (Sigma Aldrich quimica S de RL) para generar una ecuacion de prediccion.
Posteriormente, se despejé la concentracion (g/L) de la ecuacion para que con base en el
area de las muestras problemas, se estimara su concentracién de AGV. En el cuadro 4.5

se muestran las ecuaciones de prediccidn para cada acido analizado.
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Cuadro 4.5 Ecuaciones de calibracion para determinar la concentracion de los

AGV.
Ecuacion R? EER
Area = 1.48E08(g/L Acetato) + 4.43E07 99.48 5.41 x 10707
Area = 12.11E08(g/L propionato) — 5.53E06 99.53 1.46 x 1007
Area = 2.81E08(g/L butirato) + 2.96E07 99.39 1.35 x 10708
Area = 4.95E08(g/L Isobutirato) — 7.54E06 99.12 2.44 x 1006
Area = 4.19E08(g/L Isovalerato) + 2.46E06 98.15 5.09 x 10706
Area = 4.28E08(g/L Valerato) — 1.31E06 99.54 3.57x 10706

Por ejemplo, para acetato:

Area — 4.43E07
1.48E08

g/L acetato =

Para determinar la cantidad de moles en la muestra de cada acido, la concentracidon

estimada (g/L) fue dividida entre su peso molar.

Concentracion g/L

Acido graso volatil (mol) = Peso molecular del acido

Donde:

Pesos moleculares: Acetato (60.05), Propionato (74.06), Butirato e isobutirato (88.11),

Valerato e Isovalerato (102.13).

La concentracion de los acidos se expreso en milimoles (mM) al multiplicar el nimero de

moles por 1000.
mmol xAGV = Mol xAGV %= 1000

Para obtener la cantidad total de AGV (mmoles) de la muestra, se sumo la cantidad de cada

acido graso volatil (mmol):
AGVT (mmol) = Acetato + Propionato + Butirato + Isobutirato + Valerato + Isovalerato

El porcentaje molar de cada &cido (% molar) fue calculado dividiendo el numero de
milimoles (mmol xAGV) entre la cantidad total de AGV (mmol) y multiplicando por 100:
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mmol xAGV

%molar xAGV = m *

100

Por ultimo, la relacion acetato: propionato (Ac:Pr) de cada muestra se calculé dividiendo el
porcentaje molar de acetato (% molar Ac) entre el porcentaje molar de propionato (% molar
Pr):

., _ Y% molar Ac
Relacion Ac: Pr = W

Cuantificacion de las poblaciones de protozoarios ruminales

Para el conteo de las poblaciones de protozoarios se siguié la técnica recomendada por
Dehority (1984). Se tomd una alicuota de 50 ml de liquido ruminal y se coloc6 en un vaso
de precipitado (120 ml), se afiadié un volumen igual de formalina al 50% (concentracion de
formaldehido al 18.5%) resultando en una dilucién 1:2. Las muestras fueron almacenadas
en refrigeracion hasta que se realiz6 el conteo. Para llevar acabo el conteo se pipete6 una
alicuota de 1 ml de muestra formalinizada con una pipeta de orificio amplio (3mm) en un
tubo de 10 ml. Se afiadieron 2 gotas de una solucién de colorante verde brillante (2 g de
colorante verde brillante en forma de polvo y 2 ml de acido acético glacial aforados a 100
ml con agua destilada), y se permitié que el colorante actuara toda la noche. Después de
tefiir, se afiadieron 9 ml de solucién de glicerina al 30% (v/v) resultando en una dilucion de
1:20 del contenido ruminal original. La muestra diluida fue pipeteada en una camara de
conteo Newbauer improved con una pipeta de orificio amplio, la cual es la Unica
modificacién hecha con respecto a la técnica original (Dehority, 1984). Los protozoarios
fueron contados en los cuadros de las esquinas de la camara con magnificacién de 40x.
Cada muestra fue contada por duplicado, y si el coeficiente de variaciéon excedia el 30% se

contaba por triplicado.

La concentracioén fue estimada con la siguiente formula (Nufiez y Bouda 2007):

Numero de celulas contadas * dilucion * distancia entre plataforma y cubreobjetos

Nimero de células » 10 9/litro = Numero de cuadros de 1lmm3 * 1000
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Extraccion de ADN y cuantificacion del numero de archaeas metanogénicas
por la técnica de PCR en tiempo real.

Para la extraccién de ADN, se tomé una alicuota de 5 ml de liquido ruminal filtrado en un
tubo Falcon de plastico con capacidad de 15 ml. Las muestras fueron almacenadas en
congelacién a -20°C hasta el momento de su analisis. El procesamiento de las muestras se
realizé en el laboratorio A-03 de rumiologia y metabolismo nutricional de la unidad
académica del instituto de neurobiologia, Campus Juriquilla de la UNAM. Previo a la
extraccion, las muestras fueron descongeladas y centrifugadas a 4500 rpm para retirar el
sobrenadante. Una vez hecho lo anterior, el ADN fue extraido del pellet sobrante usando el
método RBB+C descrito por Yu y Morrison (2004), haciendo una modificacion para el primer
paso de lisis celular, la cual consistié en usar tubos de lisis (ZR Bash Beating de Zymo
Research). Se verificd la integridad de ADN corriendo 1ul en electroforesis con gel de
agarosa al 1%. El ADN microbiano total de rumen fue diluido 1:10 antes de su uso en el

PCR en tiempo real cuantitativo.

El nimero de copias del gen mcrA asociados con los metandgenos ruminales fue
medido usando PCR en tiempo real (QPCR). Las parejas de iniciadores utilizados fueron

escogidos de la literatura y se muestran a continuacion:

F-TTCGGTGGATCDCARAGRGC (Fuente:(Denman et al., 2007))

R-GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC (Tamano:160pb)

Los iniciadores fueron disefiados para la deteccion del gen mcrA que codifica a la
Metil coenzima-M reductasa, enzima que es especifica de las archaeas metanogénicas y
cataliza la reaccion final de la metanogénesis donde el grupo Metil-CoM es reducido
formando CHa y heterodisulfuro de CoM-CoB (CoM-S-S-CoB) (Denman et al., 2007).

La amplificacion en PCR en tiempo real fue realizada por duplicado usando un
termociclador Step One (Applied Biosystems). La mezcla de reaccién fue preparada
utilizando el LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche) en un volumen final
de 10 pl: 3 pl de Master mix (Concentracion final de 3 mM de MgCl,, concentracion final de

primer de 300 nM) y una concentracion final de ADN de 100 ng. Las condiciones de ciclado
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fueron las siguientes: 50°C por dos minutos y 95°C por dos minutos para desnaturalizacion
inicial, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos y 60°C por un minuto para el alineamiento de los
iniciadores y la elongacion de productos. La especificidad del producto se determind a
través del analisis de la curva de disociacion de los productos terminales de PCR
incrementando la temperatura a una tasa de 1°C/30 segundos desde 60 hasta 95°C.

Para construir una curva de cuantificacion absoluta para el ensayo de PCR en
tiempo real, se preparé6 un estandar derivado del ADN de todas las muestras de
tratamientos. Se homogeneizé una muestra compuesta de ADN tomando la misma cantidad
de ADN (50ng) de todos los extractos de ADN (Lengowski et al., 2016), y para la generacion
del estandar se realizé una PCR convencional en un termociclador BIORAD (modelo T100)
con las siguientes condiciones: Concentracion final de 100 ng de plantilla de ADN, 300 nM
de concentracion de primer, 1 yM MgCl,, 5ul de buffer 10x PCR, 1 ul de dNTPs, 1ul de
enzima Taq polimerasa, 38 ml de agua grado PCR en un volumen total de 50 pl. Las
condiciones de ciclado fueron 50°C dos minutos, 95°C 2 minutos, 40 ciclos de 95°C 15
segundos, 60°C por un minuto y 72°C 30 segundos. Una vez que se obtuvo el producto de
la reaccion, este fue purificado usando el kit de purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean
up System de acuerdo con las instrucciones del fabricante con la Unica modificacion de la
elucion del ADN en 30 ul de agua miliQ a una temperatura de 65°C; el ADN purificado fue
cuantificado por medio de espectrofotometria. La concentraciéon del nimero de copias en el
estandar se calculd con base en la longitud del producto de PCR y la concentracion de

masa por medio de la siguiente férmula (Lee et al., 2008; Dhanasekaran et al., 2010):

6.022%10"23 (moleculas por mol)+xConcentraciéon de ADN (g/ul)
Numero de pares de bases*660 Da

Numero de copias/pl=

Donde 6.022*10°23 (moléculas por mol) es el numero de Avogadro

660 Da es el peso promedio de un par de bases en daltones.

Se hicieron 6 diluciones seriales de 1:10 para obtener los puntos de la curva antes
del ensayo. Se realizé una regresion lineal simple del logaritmo del nimero de copias del

estandar contra el ciclo umbral [C(T)] de cada dilucién de ADN y se obtuvo la ecuacion:
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y =—0.29x + 11.666

donde y es el logaritmo del niumero de copias del gen mcrA y x es el Ct, con un
coeficiente de R? de 0.988 y error estandar de regresiéon de 0.23. Esta ecuacioén fue usada
para la cuantificacién del nimero de copias del gen mcrA de las muestras de liquido ruminal

sustituyendo en ella el valor de Ct de la muestra.
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Experimento 2

El objetivo fue determinar la digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS), la cinética de
produccién de gas (CPG) y las producciones in vitro de gas y de metano durante 48 h de

muestras de las dietas experimentales.

Produccion in vitro de gas y metano por la técnica de Menke y Staingass

Las determinaciones se realizaron en el dia 21 de cada periodo experimental. Las muestras
de las dietas experimentales se secaron por 48 h en una estufa de aire forzado a 55 °C y
fueron molidas con un molino tipo Wiley (Arthur H Tomas Corp., Filadelfia, PA), utilizando

una criba de 2 mm.

Preparacion soluciones y tamafio de muestras

Se pes6 0.5 g de muestra y se coloco dentro de frascos de borosilicato con capacidad de
125 ml. En el dia 20 se prepararon las soluciones amortiguadora y reductora de acuerdo
con las especificaciones descritas por Van Soest et al. (1991). Se ajusté el pH de la solucion
amortiguadora a 6.8, agregando la cantidad necesaria de HCI (36.5-38 %)). En cada frasco,
se agrego 40 ml de la solucion ajustada y 2 ml de la solucion reductora. Los frascos fueron
cubiertos y se dejaron en el bafio maria a 39°C mientras se procedia con la colecta de

contenido ruminal.

Preparacion del liquido del rumen

Se obtuvo liquido del rumen de cada novillo cuatro horas después de la alimentacién de la
mafana. Las muestras de liquido ruminal fueron procesadas individualmente como se
describio anteriormente. Se agregaron 10 ml de liquido ruminal procesado a los frascos con
muestras de acuerdo con el disefio experimental. Inmediatamente se saturé el espacio de
gas (“headspace”) del frasco con CO.y, entonces, fue sellado herméticamente con un tapon
de hule y anillo de aluminio. Se colocaron en un bafio maria a 39°C con agitacién para

proceder con la fermentacion.

Medicion y almacenamiento del gas generado

Al final de la incubacion (48 h), se detuvo la fermentacion al colocar los frascos en agua
fria. Se midio la produccién total de gas (PG) mediante el método de desplazamiento de un
liquido con una probeta invertida el cual es una adaptacién del método de Menke y

Steingass (1988), que permite colectar la muestra de gas a presion atmosférica. La muestra
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se almacend en un tubo de ensayo invertido con solucién salina saturada al 95% (37 g Na
Cl/100ml de agua destilada) y acidificada con HCI (36.5-38%) hasta un pH de 0.5. Las
muestras de gas fueron almacenadas de esta forma a temperatura ambiente hasta el

momento de su analisis.

Se realizaron cuatro corridas (bloques) y en cada una se incubaron tres réplicas por

tratamiento con la inclusion de dos blancos por cada tratamiento experimental.

Férmulas para la determinacion de la produccion total de gas.

VT — VB
Peso de la muestra (g)

Gas total (ml/g MS) =

donde Gas total (ml/g MS) es el volumen total de gas producido por gramo de muestra seca
de dieta en mililitros, VT: es volumen total de gas (48 h) en mililitros y VB: Volumen promedio

de gas producido en los frascos blanco en mililitros.
Determinacion de la concentracion de metano en las muestras de gas.

Se analizé metano por cromatografia de gases en un equipo 6890 GC (Agilent technologies)
con detector de ionizacién de flama FID, una columna HP-PLOT/Q de 30 m de longitd. La
deteccion se realizé bajo una isoterma a 170 °C. El volumen de inyeccién manual fue 250
Ml en modo Split usando helio como gas acarreador. Para realizar la curva de calibracion,
se inyectaron diferentes cantidades (10, 20, 40, 60, 80 y 100 pl) de un estandar de gas
metano (pureza 99%, Praxair México, Sa de CV). El area producida por la muestra de gas

se regreso sobre las cantidades de gas metano inyectadas.
La ecuacién generada es

Area = 8.17E06(CH4ul) — 7.80E07

La cual tiene un coeficiente de determinacién (R?): 0.993 y un error estandar de regresién
de 2.63E7, donde la variable dependiente Area es el area del pico de metano de la muestra
generada por el cromatégrafo y la variable independiente x son los microlitros de metano

en la muestra. Para obtener los microlitros de metano en la muestra, se despejo pl de (CH4):
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(Area + 7.81E07)
8.17E06

CH4 en la muestra(ul) =

El Area se refiere al area generada al inyectar 250 ul de muestra. Una vez que se
determinaron los microlitros de metano en las muestras, se realizaron los siguientes

calculos:

Porcentaje de metano en la muestra de gas (%)

% metano en el gas = cha en lz;:l)ﬁswa @) x 100
Produccién de metano (ul / ml)

ul (CH4)
0.250

CH4(ul/ml) =
Produccién total de metano en la muestra (microlitros totales)
CHA4 total en la muestra (ul) = CH4 (ul/ml) = Volumen total gas (ml)

Donde volumen total gas es el volumen total de gas producido durante la incubacién (48

horas).
Produccidn total de metano en la muestra (mililitros totales)

CH4 total en la muestra (ul)
1000

CHA4 total en la muestra (ml) =

Produccién total de metano en la muestra (mililitros por gramo de materia seca)

CH4 total en la muestra (ml)
CH4 (ml/g MS) =

Peso de la muestra(g) * MS muestra (%)

Produccién total de metano en la muestra (mililitros por gramo de materia organica)

CH4 total en la muestra (ml)
Peso de la muestra (g)*MS muestra (%)*MO organica muestra (%)

CH4 (ml/g MO) =

40



Cinética de la produccién de gas (Sistema automatizado de Ankom)

El objetivo especifico de este ensayo fue determinar el efecto de la inclusién de monensina
sodica y de grano rolado en los parametros de la cinética de la produccion de gas (PGT).
Se uso el sistema automatizado de monitoreo de gas ANKOMRF (Ankom Technology Corp,
Macedon, NY), el cual cuenta con sensores de presion inalambricos y registra la presion de

gas acumulada en tiempo real.

Bajo el mismo disefio de cuadrado latino y en el ultimo dia de cada periodo
experimental, muestras de cada dieta fueron incubadas durante 48 horas por triplicado junto

con dos frascos blanco (sin muestras).

Como en la prueba anterior, las muestras de las dietas experimentales fueron
secadas por 48 horas a 55°C en una estufa de aire forzado. Posteriormente, las muestras
fueron molidas con un molino de laboratorio tipo Wiley (Arthur H Tomas Corp., Filadelfia,
PA), a través de una criba de 2 milimetros. De las muestras procesadas, se pesaron 0.5

+ 0.01 g de muestra y se colocaron en frascos con 310 ml de capacidad.

Se utilizaron las soluciones amortiguadora y reductora recomendadas por Van Soest
et al. (1991), que se describen en el manual del sistema automatizado para monitorear la

produccién de gas (Ankom Technology Corp., Macedon, NY).

El liquido ruminal que se utilizé como inéculo se obtuvo de cada uno de los novillos
y se procesaron por separado. Asi, cada inéculo se mezclé con la solucion amortiguadora
en una proporcion de 1 a 5 (v/v) y de esta mezcla se agregaron 100 ml en cada frasco con
muestra. El espacio sobre la mezcla se saturé con gas CO», se cerré inmediatamente y se

coloco en el bafio maria con agitacién constante y a una temperatura de 39 °C grados.
Parametros del sistema de monitoreo para medir la produccién de gas

Los modulos envian una sefal a la computadora con la presion (libras por pulgada cuadrada
0 psi, por sus siglas en inglés) dentro del frasco o reactor cada 15 minutos. La presién actual
y la acumulada se registra en una hoja de Excel ©. Para evitar que la presion se eleve
demasiado en el frasco, se configurd el sistema para que las valvulas de los moédulos se
abran cuando la presion alcanza 1.5 psi. De esta manera, se obtienen 192 observaciones

de presion para el analisis de la cinética de presion.
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Para determinar la produccion de gas en mililitros, se siguieron las formulas y
calculos propuestos por el fabricante Ankom (ANKOM Technology Corp. Macedon NY). Asi,
la presion de gas fue convertida a moles de gas utilizando la ley de los gases ideales
(Clapeyron, 1834).

Ley de gases ideales
n =p(V/RT)
donde: n= gas producido en moles (mol)
p= presion en kilopascales
V= Volumen del espacio de cabecera del frasco
T= temperatura en grados kelvin

R= Constante de gases (8.314472 L*kPa*K*-' mol')

Se calculd la produccién de gas (ml) se usando la ley de Avogadro. En condiciones
estandar, un mol de cualquier gas a 273.15 °K y ejerciendo una presion de una atmodsfera
en las paredes del recipiente que lo contiene, ocupara 22.4 L. Una psi equivale a

6.894757295 kPa) y una atmosfera de presién equivale a 101.325 kpa.

Asi, la presion acumulada de gas (psi) fue convertida de moles de gas a ml con la siguiente

formula:
Gas producido (ml) = n * 22.4 = 1000
Para determinar la produccion de gas (ml/48h) se realizaron los siguientes calculos:
Presion acumulada (psi) = Presién muestra (psi) — presion blancos (psi)

Donde Presién acumulada (psi) es la presion en la muestra al tiempo t ajustada por la

cantidad de gas producida por los blancos.

Presion acumulada (psi) * 6.894757293 (kpa/psi) * volumen cabecera (litros)

Gas (ml) = 101.325 kpa

Donde 1 psi equivale a 6.894757293 kilopascales (kpa). Volumen cabecera es el

volumen del frasco no ocupado por liquido (0.210 L). 101.325 kpa= 1atmosfera.
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Produccion de gas (g de muestra seca x 48 h)

Gas (ml)
(Peso muestra * %MS muestra * DIVMS muestra

Gas (ml/g MS digestible) =

Dénde: Gas (ml/g MS digestible es la cantidad de gas por gramo de materia seca
digestible al tiempo t. DIVMS muestra es la digestibilidad in vitro de la MS de las muestras
de las dietas experimentales. % MS es el porcentaje de materia seca de cada muestra. Peso

de la muestra es el peso de muestra incubado (0.5+.1 g).

Los datos de produccion de gas (ml/g MS digestible) se ajustaron a un modelo

exponencial monomolecular (Fekedulegn et al., 1999):
PGT = a(1 — ekt
donde PGT= Produccion de gas total
a= Produccion de gas maxima (a=0 cuando t=0)
e= exponente (Produccioén potencial de gas cuando t tiende a
infinito).
k= tasa de produccion de gas (ml h-)

t=tiempo.

Dicho modelo fue escogido por ser el que mejor se ajusté a los datos (R?) y mostrar
menor suma de cuadrados del residual. Para estimar los parametros a, y k se utilizo el
procedimiento de regresion no lineal (PROC NLIN) del paquete estadistico SAS (SAS v 9.3
TS, Level 1M2).

En el apéndice 1 se muestra el codigo para el programa SAS que se utilizé para
determinar los parametros del modelo no lineal. Para calcular la tasa de produccién de gas,

se obtuvo la derivada de la produccién de gas respecto a tiempo (dV/dt).
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Digestibilidad in vitro de las dietas experimentales
En el dia 21 de cada periodo experimental, la digestibilidad in vitro de la materia seca
(DIVMS) se determind con el uso de bolsas filtrantes Ankom F57 (Ankom Technology Corp.,

Macedon, NY), siguiendo el procedimiento propuesto por el fabricante.

En cada bolsa F57, se peso y coloco 0.5 g de muestra por cuadriplicado y dos blancos por
tratamiento.Previo a la colecta del liquido de rumen, se agregaron 384 ml de solucion
amortiguadora Van Soest (Van Soest et al. 1991; Ankom Technology Corp., Macedon, NY)
en cada frasco del equipo Daisy (Ankom Technology Corp., Macedon, NY) y se establecio
una temperatura de 39 °C. El liquido se procesd como se ha indicado en la prueba de

produccién de gas y el indculo para cada tratamiento se manejo de forma independiente.

Al final del tiempo de incubacion (48 h), las bolsas con residuo fueron sometidas a
una extraccién con solucion neutro detergente para eliminar las bacterias adheridas al
residuo y evitar que la digestibilidad fuera subestimada (Van Soest et al., 1991). Al final de
la extraccion, las bolsas se lavaron con acetona (99 %), se secaron a 100°C toda la noche
y se registro el peso seco (Residuo FDN) una vez que se enfriaron y se estabilizé el peso
de las bolsas en un desecador. Posteriormente, las bolsas con el residuo FDN fueron
incineradas a 600°C por 4 h en crisoles de vidrio tarados. Para obtener la MO del residuo

se substrajo el peso de las cenizas.

Para determinar la digestibilidad de la MS y MO se realizaron los siguientes calculos:

Peso FDN blanco

Residuo = Peso FDN — (Peso bolsa * Poso holsa blanco

] o Residuo
Indigestibilidad MS =

0,
Peso muestra * (/;TM(;S‘)

Digestibilidad MS = 100 = (1 — Indigestibilidad)

Residuo MO = Residuo — (Peso Vaso con cenizas — Peso vaso)
— (Peso vaso con cenizas Bl — Peso vaso blanco)

%MS) (%MO)
*

MO inicial = Peso muestra * ( 100 100

Residuo MO

Indigestibilidad MO = M0 inicial
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Digestibilidad MO = 100 * (1 — Indigestibilidad MO)

Doénde: Residuo es el material remanente de la incubacion. Peso bolsa es el peso de la
bolsa F57 de la muestra o del blanco (Peso bolsa blanco). Peso FDN es el peso de la bolsa
con residuo o sin residuo (Peso FDN blanco) después de la extraccion con soluciéon neutro
detergente. %MS es el porcentaje de materia seca de la muestra. Indigestibilidad MS es la
indigestibilidad de la MS de la muestra en porcentaje. Digestibilidad MS es la digestibilidad
de la materia seca en porcentaje. Residuo MO es el porcentaje de materia organica
remanente en la muestra después de la incubacion. MO inicial es el porcentaje de MO al
inicio de la incubacion. Indigestibilidad MO es la indigestibilidad de la MO en porcentaje.

Digestibilidad MO es la digestibilidad de la MO en porcentaje.

Simulacion del efecto de la monensina sédica y del procesamiento del grano
de maiz en la produccién in vivo de metano por novillos.

Se realiz6 una simulacion del efecto que hubieran tenido la monensina sédica y el tipo de
procesamiento del grano de maiz en la produccién de CHa por los novillos; en especifico,
el objetivo fue determinar la cantidad de energia bruta perdida en forma de metano, asi
como su proporcion como parte de la energia bruta total consumida para todos los
tratamientos. Para tal propdsito se usaron los datos de consumo de materia seca (CMS),
los factores de emisién obtenidos de la produccion in vitro de gas y CHs4, asi como
estimaciones del consumo de energia bruta de las dietas y datos como la densidad del CH4
y su calor de combustién obtenidos de la literatura. La primera estimacion que se realizd
fue la del consumo de energia bruta, para lo cual se asumi6 que un kilogramo de alimento
contiene 18.4 MJ (4.4 Mcal/kg) (Mc Donald et al., 1995); se multiplico entonces el CMS por
4.4 Mcal/Kg para estimar el consumo de energia bruta. La produccion de CH, en litros se
calculé como CMS*factor emision (CH4 ml/g MS), siendo los factores de emision los valores
de produccion de CH4 en la prueba in vitro determinados para cada dieta. La siguiente
estimacion fue la de la cantidad de energia bruta que representa el CH4 producido, usando
el valor del calor de combustion del gas CH4 (11.95 Mcal/kg 6 1.65 Mcal/ L de metano). El
paso final fue dividir la energia bruta del CH4 entre el consumo de energia bruta estimado.
Por otro lado, se us6 el modelo propuesto por Wolin (1960) para estimar los moles de CH4

usando las proporciones molares de AGV de la prueba in vivo.
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Analisis estadistico

El experimento tuvo una duracion total de 84 dias. Los tratamientos consistieron en dietas
integrales con grano de maiz (molido o rolado) y la inclusién de monensina sédica (0 6 21
mg/Kg de MS dieta) en un arreglo factorial 2x2 y bajo un disefio de cuadrado latino 4x4

(Steel y Torrie, 1996). El modelo correspondiente es:
Yik= M+Mi+P;+(MP)i+Hk+Ci+eij
Doénde:
Yijki= Variable respuesta
M =Media general
Mi =Efecto del i-ésimo nivel de monensina, i=1 a 2
Pj =Efecto del j-ésimo nivel de procesamiento del grano de maiz, j=1 a 2

MPj; =Efecto de la interaccién del i-ésimo nivel de monensina con el j- ésimo nivel de
procesamiento del grano de maiz.

Hxk =Efecto del k ésimo periodo experimental k=1 a 4
C, =Efecto del I-¢simo animal, I=1 a 4

€ijkl =Error experimental

Se realizaron las pruebas de Shapiro Wilk, Kolmogorov-smirnov y Anderson-Darling con el
procedimiento proc univariate del paquete estadistico SAS para probar la hipoétesis nula de
que las variables respuesta seguian una distribucién normal. Para las variables de AGV a
las 4 horas se elimind una observacién aberrante que estaba mas alla de dos desviaciones
estandar del promedio, por lo que para dichas variables se reporté el cuadrado medio del

error como medida de la variacion.

Para la variable DIVMS los resultados fueron analizados con un disefio de bloques

completamente al azar usando el periodo experimental como criterio de bloqueo.
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El modelo experimental es:

Yix= u+Mi+P+(MP)ij+Hi+eix

Donde:
Yijk= La digestibilidad del i-ésimo nivel de monensina con el j-ésimo nivel de
procesamiento en el k-ésimo periodo experimental.

M= Media general
Mi= Efecto del i-ésimo nivel de monensina i=1 a 2
Pj= Efecto del j-ésimo nivel de procesamiento j= 1 a 2

MPii=Efecto de la interaccion del iésimo nivel de monensina con el j-ésimo nivel de
] J
procesamiento

Hk= Efecto del k-ésimo periodo experimental k=1a3

€ijk= Error experimental

Se usaron los procedimientos generales para modelos lineales del paquete
estadistico SAS. Cuando el efecto del tratamiento fue significativo, se realizaron contrastes
ortogonales para determinar los efectos principales o su interaccion. Los efectos del modelo

se declararon significativos cuando p<0.05, y como una tendencia cuando p<0.1.

Se obtuvo el coeficiente de correlacion entre el pH del liquido ruminal y la
concentracion de protozoarios utilizando el PROC CORR del paquete estadistico SAS 9.3
(SAS v 9.3 TS, Level 1M2).
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CAPITULO V RESULTADOS

Experimento 1 patron de fermentaciéon ruminal y poblaciones microbianas

En el cuadro 5.1 se muestran los resultados de las variables pH, concentracion de nitrégeno
amoniacal (N-NHz3), protozoarios (células ml-' x 10%) y archaeas metanogénicas (logaritmo
del numero de copias ml'); mientras que en el cuadro 5.2 se muestran los resultados de la
concentracion de acidos grasos volatiles en el liquido ruminal. Ambos muestran los
resultados para las variables mencionadas dentro de cada tiempo de muestreo (0,4 u 8

horas).

pH

No se detectd interaccion de los factores de estudio (Monensina*Procesamiento) para
ninguna de las horas de muestreo (0 (p=0.27), 4 (p=0.7) u 8 horas(p=0.22)). A las 0 horas,
hubo tendencia para la disminucién del pH (p=0.06) por efecto de la monensina, pero no se
detectd efecto del factor procesamiento (P=0.23). Para el pH a las 4 horas no se detecto
efecto del método de procesamiento (P=0.17), ni de monensina (p=0.78). Se detectd que
el pH disminuy6 a las 8 horas por efecto de la monensina (P<0.05), pero no se encontro

efecto del factor procesamiento (P=0.17).

Amonio

No se encontré que los factores de estudio interactuaran en la concentracion de amonio a
las 0 (p=0.71),4 (p=0.37) u 8 horas(p=0.17). El tipo de procesamiento del grano de maiz no
afectd la concentracion de NHs-N a las 0 (p=0.17), 4 (p=0.21) u 8 horas (p=0.175). De forma
similar, no se detecté que la monensina sodica afectara estadisticamente la concentracién
de NHs-N para ninguna de las horas de estudio (0 (p=0.28), 4 (p=0.70) u 8 horas (p=0.12)).

Acidos grasos volatiles

Concentracion total de Acidos grasos volatiles (AGVT)

No se detecto interaccion de los factores de estudio en las concentraciones totales de
acidos grasos volatiles (AGVT) del liquido ruminal a las 0 (p=0.78), 4 (p=0.28) u 8 horas
(p=0.34). De igual forma, no se detect6 efecto simple de la monensina a las 0 (p=0.36), 4
(p=0.96) y 8 horas (0.83) ni efecto del procesamiento del grano de maiz para ningun tiempo
de muestreo (0 (p=0.16),4 (p=0.59) u 8 horas (p=0.12)).
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Porcentaje molar de acetato

No hubo interaccidon entre procesamiento y monensina en el porcentaje molar de acetato a
las 0 (p=0.94), 4 (p=0.51) u 8 horas (p=0.87). Sin embargo, la monensina disminuyo
significativamente el porcentaje molar de acetato las 0 (P<0.01) y a las 4 horas (P<0.05),
mientras que tendid a hacerlo a las 8 horas (p=0.094). No hubo efecto del factor
procesamiento del grano de maiz (molido o rolado) sobre el porcentaje molar de acetato en

ningun tiempo de muestreo (0 (p=0.19), 4 (p=0.398) u 8 horas (p=0.84)).
Porcentaje molar de propionato

Para esta variable no se detectd interaccion a las 0 horas (p=0.34), sin embargo, la
proporcion molar de este acido aumenté (P<0.01) por efecto de monensina, aunque no por
efecto del procesamiento del maiz (p=0.79). Se detectd interaccion
procesamiento*monensina para la proporcion molar de propionato a las 4 horas (P<0.05) y
tendencia de interaccion a las 8 horas (P=0.096).

Relacion Acetato: Propionato

No se encontro interaccion de los factores de estudio (P*M) para la variable relacién acetato:
propionato a las 0 (p=0.42);4 (p=0.23) u 8 horas(p=0.30). Dicha variable disminuy6 a las 0
(P<0.01),4 (P<0.01) y 8 horas (P<0.05) por efecto de monensina sédica, pero no por efecto
del procesamiento del grano de maiz (0 horas (p=0.36),4 horas (p=0.37) u 8 horas
(p=0.74)).

Porcentaje molar de butirato

No se observo interaccion a las 0 (p=0.45), 4 (p=0.13) u 8 horas (p=0.33) en el porcentaje
molar de este acido. En el tiempo 0 postprandial, el procesamiento rolado disminuy6 el
porcentaje molar de butirato (P<0.05) mientras que la monensina lo aumenté (p<0.05). No
se observo efecto de la monensina a las 4 (p=0.38) u 8 horas (0.93); asi mismo, tampoco
se detectd efecto del tipo de procesamiento del grano de maiz a las 4 (p=0.38) y a las 8
horas (p=0.60).
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Protozoarios

Los resultados de la concentracion de protozoarios (células /10%) se muestran en el cuadro
5.1. No se detecto interaccion en ningun tiempo de muestreo (0 (P=0.95), 4 (P=0.299) u 8
horas (p=0.857)). Sin embargo, a las 4 horas se detecté que los conteos disminuyeron por
efecto de la inclusién de grano rolado (P<0.05), mientras que tendieron a disminuir por

accion de la monensina (P=0.077).

Abundancia de archaeas metanogénicas

En el presente estudio, la densidad de las poblaciones de archaeas metanogénicas no fue
afectada en ninguno de los tiempos postprandiales (0,4 u 8 horas) en respuesta a la
inclusion de monensina sodica (0 vs 21 mg/kg MS), al procesamiento del grano de maiz o

la interaccion de ambos factores (p>0.1).
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Cuadro 5.1. Efecto de la monensina y procesamiento del grano de maiz sobre la fermentaciéon ruminal y poblaciones
microbianas de novillos a 0, 4 y 8 h postprandiales.

Procesamiento (P)’

Molido Rolado
Monensina sodica (M)?
Variables - + - + 6p < 0.05

0 h postprandiales A B C D EEM* p1 M2 PxM3
pH 6.78 6.73 6.77 6.62 0.041 0.23 0.06 0.27
N-NH3, mg/ 100 ml 5.34 6.54 6.82 7.43 0.764 0.17 0.28 0.71
Protozoarios, células ml' x 105 4.59 3.77 4.03 3.32 9.37*104 0.61 0.45 0.95
SMetanogénos, log copias ml" 9.32 9.56 9.55 9.62 0.185 0.47 0.43 0.68
4 h postprandiales A B C D EEM* P M2 PxM3
pH 5.81 5.8 5.63 5.69 0.09 0.17 0.78 0.70
NH3-N, mg/ 100 mi 31.33 24.2 19.15 22.04 5.16 0.214 0.70 0.37
Protozoarios, células ml-' x 10% 3.56 2.60 2.21 1.92 2.93*104 0.013 0.077 0.30
SMetanogénos, log copias ml" 9.50 9.50 9.50 9.58 0.14 0.775 0.79 0.78
8 h postprandiales A B C D EEM* P e PxM3
pH 5.85 5.77 5.84 5.58 0.064 0.17 0.04 0.22
NH3-N, mg/ 100 ml 5.30 5.50 2.82 5.52 0.80 0.175 0.12 0.17
Protozoarios, células ml-' x 10° 3.63 3.10 2.98 2.08 9.98*104 0.44 0.498 0.86
SMetanogénos, log copias ml" 9.49 9.61 9.42 9.66 0.12 0.95 0.185 0.62

' Procesamiento del grano de maiz. 4Error estandar media

2 Inclusion de monensina sédica 21 mg/kg MS dieta. SLog del numero de copias del gen mcrA por mililitro

3 Interaccion Monensina*Procesamiento 6 Nivel de significancia estadistica
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Cuadro 5.2. Efecto de la monensina sodica y el procesamiento del grano de maiz sobre el patron de los acidos

grasos volatiles del liquido del rumen de novillos a 0, 4 y 8 h postprandial.

Procesamiento (P)'

Molido Rolado
Monensina sodica (M)?
Variables - + - + 6p < 0.05
0 h postprandial A B C D EEM* P M2 PxM3
AGVT, mmol 59.68 64.27 68.36 76.84 6.58 0.16 0.36 0.78
% molar
Acetato 64.76 57.88 66.57 59.91 1.29 0.19 <0.01 0.94
Propionato 20.55 24.83 19.60 25.37 0.72 0.79 <0.01 0.34
Butirato 9.04 10.69 8.21 9.16 0.44 0.036 0.0255 0.45
Relacion Ac:Pr 3.17 2.35 3.48 2.37 0.17 0.36 <0.01 0.42
4 h postprandial A B C D CME>® P! M?2 PxM3
AGVT mmol 112.96 120.51 124.66 116.42 147.56 0.59 0.96 0.28
% molar
Acetato 57.26 53.18 57.5 55.1 4.68 0.398 0.04 0.51
Propionato 23.64 24 .42 22.08 25.57 0.83 0.69 <0.01 0.04
Butirato 15.07 18.12 16.01 15.07 4.07 0.38 0.38 0.13
Relacién Ac:Pr 243 2.19 2.61 2.16 0.02 0.37 <0.01 0.23

' Procesamiento del grano de maiz.

2 Inclusion de monensina soédica 21 mg/kg MS dieta.
3 Interaccién monensina*procesamiento

4 Error estandar de la media

5Se reporto el cuadrado medio del error debido a la eliminacion de una

observacion del tratamiento B.

6 Nivel de significancia estadistica
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Cuadro 5.2 Efecto de la monensina sédica y el procesamiento del grano de maiz sobre el patrén de los acidos
grasos volatiles del liquido del rumen de novillos a 0, 4 y 8 h postprandial (Continuacién)

Procesamiento (P)’

Molido Rolado

Monensina sodica (M)?

Variables - + - + 5p<0.05
8 h postprandial A B C D EEM* p? M2 PxM3
AGVT, mmol 111.55 107.76 115.12 121.03 4.69 0.12 0.83 0.34
% molar
Acetato 59.59 56.03 59.51 55.29 1.96 0.84 0.094 0.87
Propionato 22.33 23.88 21.46 27.02 1.01 0.31 0.013 0.096
Butirato 14.66 15.84 15.28 13.86 1.23 0.60 0.93 0.33
Relacion Ac:Pr 2.68 2.37 2.84 2.07 0.20 0.74 0.037 0.30

' Procesamiento del grano de maiz.

2 Inclusion de monensina soédica 21 mg/kg MS dieta.

3 Interaccién monensina* procesamiento
4 Error estandar media
5 Nivel de significancia estadistica
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Efecto de la monensina sddica sobre la proporciéon molar de propionato en
dietas con grano molido o rolado de maiz

26

25

24.5

Interaccion p <0.05

Propionato (% molar)

Monensina - Monensina +

—e—Rolado —e—Molido

Figura 5.1. Efecto del procesamiento del grano de maiz y la inclusion de monensina sodica sobre la proporcion molar de
propionato a las cuatro horas después de la alimentacion. Ambos factores interactuaron (p<0.05). El incremento en la proporcion
molar de propionato por efecto de monensina fue de mayor magnitud cuando se incluyé maiz rolado en las dietas.
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Experimento 2 Produccidn in vitro de gas y metano

Produccion in vitro de gas y metano por la técnica de Menke y Staingass

En el cuadro 5.3, se muestran los resultados para la produccion in vitro de gas y CH4 con
la técnica de Menke y Steingass (1988). Se detectd que los factores de estudio tendieron a
interactuar en la produccion total de gas (P=0.07), pero no en la produccién de metano
(P=0.94). El volumen producido de metano (ml/g MS) disminuyd (p<0.01) por efecto de la
monensina, pero no por efecto del procesamiento del grano de maiz (p=0.20). El porcentaje
de metano en el gas de la muestra no fue afectado por los tratamientos experimentales
(P>0.1).

Cinética de produccion de gas (CPG) con el sistema de monitoreo de produccion de
gas AMKOM

En el cuadro 5.4 se muestran los resultados de la CPG. Los datos se ajustaron mejor a un
modelo monomolecular, indicando que la tasa de digestion es intrinsecamente lineal, es
decir, que es constante e independiente de la cantidad del substrato remanente segun
avanza el tiempo de fermentacion (figura 5.2). No se detectd interaccidon
(procesamiento*monensina) en la produccion total in vitro de gas (p=0.93). El
procesamiento molido del grano de maiz produjo volimenes mayores de gas que el
procesamiento rolado (p<0.01), mientras que la monensina no tuvo efecto (p=0.18). Se
detectd una tendencia de interaccion para la tasa de digestion entre monensina y el
procesamiento (p=0.07), siendo que el incremento en la tasa de digestion por efecto de la
monensina fue mayor cuando el substrato fue maiz rolado (18.87% ;6.02 vs 7.42 %h™"),
comparado al efecto de la monensina cuando el sustrato fue maiz molido (1.53 % ;6.45 vs
6.55 %h").

Digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS)

En el cuadro 5.3 se muestran los resultados para la DIVMS. Los factores de estudio no
interaccionaron (p=0.95), y tampoco modificaron la digestibilidad in vitro de la materia seca

de las dietas experimentales (procesamiento p=0.96 y monensina p=0.40)
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Simulacién del efecto de la monensina sédica y del procesamiento del grano de maiz
en la produccioén in vivo de metano por novillos.

En el cuadro 5.5, se muestran los resultados de la simulacién de la produccion de metano
por los novillos. EI CMS no fue afectado por los tratamientos debido a que fue fijado al 1.8%
del peso vivo de los animales. Como el consumo de energia bruta se obtiene en funcién del
consumo de materia seca multiplicado por la estimacion del contenido energético de un kg
de alimento (Mc Donald et al., 1995), éste tampoco fue afectado. No se encontré interaccién
de los factores de estudio sobre la produccion de CHg (litros/dia) por parte de los novillos
(p=0.95), en la cantidad de energia bruta (Mcal) que representa el CH4 producido (p=0.95)
o en el porcentaje de energia perdida en forma de metano (p=0.87). El procesamiento del
maiz no afecté la producciéon de metano en litros/dia y la energia bruta que representa el
metano (p=0.17), y, por otro lado, la monensina disminuyd significativamente ambas
variables (p<0.01). La energia perdida en forma de metano como proporcién del total de la
energia bruta consumida por los animales no fue afectada por el procesamiento del grano
de maiz (p=0.21), pero si disminuy6 por efecto de monensina (p<0.01). Por otro lado,
usando el modelo propuesto por Wolin (1960) no se detecté interaccion ni efecto de los
factores de estudio (p>0.1).
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Cuadro 5.3 Efecto de la Monensina sédica y el procesamiento del grano de maiz sobre la produccién in vitro de gas,
metano y la DIVMS.

Procesamiento (P)’

Molido Rolado
Monensina sodica (M)?
- + - + p <0.05
Variable A B C D EEM* p? M2 PxM3
Gas total, ml/g MS 215.15 171.7 202.9 190.9 7.04 0.64 <0.01 0.07
Gas total, ml/ g MSD?® 276.2 217.2 261.1 242.6 10.40 0.64 <0.01 0.10
Metano, ml/g MS 51.9 43.75 50.05 40.82 1.95 0.29 <0.01 0.85
Metano, ml/g MO 56.57 47.62 54.3 44 .55 2.09 0.28 <0.01 0.92
Metano, % gas total 13.32 13.03 13.06 11.97 0.51 0.22 0.21 0.43
DIVMS® 77.83 79.02 77.81 79.2 0.71 0.96 0.40 0.95

' Procesamiento del grano de maiz.

2 Inclusion de monensina sédica 21 mg/kg MS dieta.

3 Interaccién procesamiento *monensina

4 Error estandar media

5.Materia seca digestible

6 Digestibilidad in vitro de la materia seca a las 48 horas de incubacion, (%)
" Nivel de significancia estadistica
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Efecto de la monensina sédica sobre la produccién de gas en
dietas con grano molido o ralado de maiz.
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Figura 5.2 Efecto del procesamiento del grano de maiz y la inclusién de monensina sédica sobre la produccion de gas in vitro
con la técnica de Menke y Staingass. Se detectd tendencia de interaccioén entre los dos factores de estudio. La monensina redujo
la produccion total de gas, pero el efecto fue de magnitud mayor cuando las dietas contenian maiz molido (p<0.07)
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Cuadro 5.4 Efecto de la Monensina sédica y el procesamiento del grano de maiz sobre la cinética de la produccién in
vitro de gas de acuerdo con el modelo monomolecular.

Procesamiento (P)'

Molido Rolado

Monensina sédica (M)?

- + - + p <0.05
Parametro A B C D EEM# P! M2 PxM3
PGT?, ml 48/ h 281.67 273.16 253.42 245.79 7.23 <0.01 0.177 0.93
Tasa®, ml h! 6.45 6.55 6.02 7.42 0.27 0.27 0.0147 0.069

' Procesamiento del grano de maiz

2 Inclusion de monensina sodica (21 mg/kg MS)
3 Interacciéon Procesamiento*monensina

4 Error estandar de la media

5 Produccién total de gas

6 Tasa de produccién de gas

" Nivel de significancia estadistica
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Figura 5.3 Grafica de produccion total de gas (ml/48 h) vs tiempo de acuerdo con el
modelo exponencial monomolecular.
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Efecto de la monensina sodica sobre la tasa de digestidon en dietas con grano
molido o rolado de maiz.
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Figura 5.4. Efecto de la monensina sddica y el procesamiento del grano de maiz sobre la tasa de digestion. Se detecté tendencia
de interaccion de los factores de estudio (p=0.07). La monensina sédica incremento la tasa de digestion del sustrato con mayor
magnitud cuando la dieta contiene maiz rolado.
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Cuadro 5.5. Simulacién del efecto de la monensina sédica y el procesamiento del grano de maiz en la produccién de metano
por novillos.

Procesamiento (P)’

Molido Rolado

Monensina sodica (M)?

- + - + %p <0.05

Variable A B C D EEM* P M2 PxM3
Consumo materia seca, kg 14.95 14.89 14.72 14.81 0.15 0.30 0.94 0.63
vonsumo - energia bruta, 658 65.53 64.76 65.13 0.64 0.30 0.94 0.63
Produccién metano, L® 775.16 654.07 732.52 612.4 28.58 0.17 <0.01 0.95
Energia — bruta  metano gy 5.60 6.28 5.24 0.25 0.17 <0.01 0.95
producido, Mcal
Energia metano / energia 10.11 8.52 9.71 8.01 0.37 0.21 <0.01 0.87
consumida, %
CHa, mol/mol glucosa 0.347 .336 .34 0.33 0.0042 0.89 0.09 0.39
" Procesamiento del grano de maiz. % Nivel de significancia estadistica

2 Inclusidon de monensina sédica 21 mg/kg MS dieta.

3 Interaccion monensina* procesamiento

4 Error estandar media

5 Se asumié que un kilogramo de alimento contiene 18.5 MJ (4.4 Mcal/kg) (Mc Donald et al. 1995).

6 Se calcul6 como CMS*valor emisién (CH4 ml/g MS). Valor emision=los valores de produccién de metano determinados en la prueba in vitro para
cada dieta (Cuadro 5.3).

7 El calor de combustion del metano es 11.95 Mcal/kg 6 1.65 Mcal/ L de metano.

8 Calculado con el modelo propuesto por Wolin (1960).
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CAPITULO VI DISCUSION

Experimento 1

pH del liquido del rumen.

De acuerdo con Mc Donald et al. (1995), en condiciones normales el pH del rumen es
mantenido entre 5.5 a 6.5, debido a la accion de fosfato y bicarbonato que son aportados
por la saliva y por la absorcidn de los acidos grasos volatiles a través de la pared del rumen.
Sin embargo, aun las fluctuaciones del pH dentro de estos rangos determinan la extension
de la degradacion de las proteinas, la sobrevivencia de algunos grupos de bacterias, la bio-

hidrogenacién de las grasas o las rutas metabdlicas predominantes.

Efecto de la monensina sédica sobre el pH del liquido del rumen

El efecto de la monensina sobre el pH no ha sido consistente y depende del tipo de dieta
(Schelling, 1984). En dietas altas en granos (70 a 80%), se ha observado que el pH es
mayor en los animales suplementados con monensina (Nagaraja et al., 1981; Shell et al.,
1983). Este efecto puede ser explicado porque la monensina afecta a las bacterias
productoras (vg Streptococcus Bovis) de lactato (Russell y Strobel, 1989). El lactato tiene
un pka mas bajo (3.9) que el pka (4.8) de los AGV, lo que explica en parte porque el pH se

eleva con la adicién de la monensina.

Tal como lo sugiere Knowlton et al. (1996), la disminucion del pH ruminal por efecto
de la monensina podria estar mediada por la disminucién del niumero de protozoarios. La
capacidad que tienen éstos para ingerir almidén se puede considerar un medio para
amortiguar el pH ruminal, considerando que una menor cantidad de almidon estaria

disponible para bacterias que producen lactato (v.g. S. bovis). (Van Soest, 1994).

Como resultado del proceso de experimentacion en éste estudio, monensina
disminuy6 el pH del liquido ruminal a las O y 8 horas, pero no a las 4. Lana y Russell (1997)
reportaron disminucion del pH con la suplementacion de monensina, pero en dicho estudio
no se discutio la explicacion. Zinn et al. (1994) sugieren que el efecto de la monensina
podria deberse a la disminucién de la tasa de paso de sdlidos y la tasa de dilucion, lo que
incrementaria la extension de la digestion, disminuyendo el pH. En otros estudios (Knowlton

et al., 1996; Mathew et al. 2011), donde se suplementd lasolacida o monensina
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respectivamente a animales recibiendo dietas con ensilado y granos, no se detectaron

diferencias estadisticas en el pH del rumen por la adicion de los ionéforos.

Efecto del procesamiento del grano de maiz sobre el pH del liquido ruminal

En el caso del grano molido, debido al menor tamafio de particula resultante hay mayor
exposicion de los granulos de almidon incrementando la superficie para el ataque
microbiano y aumentando la tasa de producciéon de lactato (Gimeno et al., 2015). Al
respecto, Maldonado (1996) reportd que novillos Brahman recibiendo dietas 15:85 Forraje:
concentrado que consumieron maiz rolado mostraron un pH mas bajo (6.07) que los
animales alimentados con maiz molido (6.13); sin embargo, la diferencia puede
considerarse pequefa respecto a la variacion reportada (EEM= 0.04), debido a que se
esperaba que el grano rolado disminuyera el pH del rumen ya que este proceso incrementa
la disponibilidad del almidén alterando la matriz proteica del grano. Gimeno et al., (2015)
reportaron que la molienda del maiz resultdé en la disminucién del pH ruminal en
comparacién con el grano rolado. Al respecto, y deacuerdo con esta investigacién, una
posible explicacion podria estar relacionada con los niveles de forraje y grano utilizados en
las dietas, y de acuerdo con esto, el forraje prolonga el tiempo de rumia, resultando en
mayor salivacion, lo que es un factor que pudo ocultar las diferencias entre los tipos de
procesamiento (Zinn, 1987). Adicionalmente al efecto de la salivacion, la capacidad
amortiguadora del forraje, la inclusion de bicarbonato de sodio, la sustancial cantidad de
fibra en la dieta (>30%) pudieron haber contribuido a mantener estable el pH. Sin embargo,
Calllison et al. (2001) reportaron un efecto cuadratico del tamafio de particula sobre el pH
del liquido del rumen en dietas que contenian maiz molido en diferentes tamafos, pero la

explicacion del efecto no fue definida.

La extensiéon de la digestién ruminal y la fraccion de sobrepaso dependen de dos
factores, tasa de pasaje (tp, % h') y tasa de digestion (td, %h") siendo la ecuacién que

determina la extension la que desarrollo Van Soest (1994):

td

Extensién digestion (%) = (td + tp)

Si la td se incrementa por efecto del procesamiento y sin cambio en la tp, se puede

esperar que extension de la digestion se incremente. En contraste, si la {p aumenta por
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efecto del tratamiento, sin cambios en la td, la extension de la digestion disminuira,
aumentando la fraccion de sobrepaso. No obstante, ambos factores podrian ser afectados
al mismo tiempo, por lo que la extension de la digestion dependera de la magnitud de los

cambios en cada una de las tasas de digestién o pasaje.

No obstante la aseveracion de Zinn et al., (2011), en la cual se expone que cuando
disminuye el tamafio de las particulas, la tasa de paso aumenta, Maldonado (1996) replico
que el grano rolado tuvo una tasa de pasaje mas rapida (2.92 % h') que el grano molido
(2.52 % h"). En esta misma discusion, Rémond et al., (2004) sostienen que no hubieron
cambios en la tasa de pasaje (4.27 a 5.16% h™") a pesar de las diferencias en el tamafio de
particulas de granos molidos o rolados fino y grueso. Knowlton et al. (1998), quien reporto
no haber detectado diferencias estadisticas en el pH de animales alimentados con maiz
molido o rolado, sugiere que los efectos contrarios de las tasas de digestion y de pasaje
podrian tener mas peso en ganado lechero por los altos consumos y las altas tasas de paso
asociadas con ello; Por esta razon, los efectos de la molienda podrian no ser los esperados

en pruebas in vivo con ganado lechero.

Rémond et al. (2004) muestran claramente como la degradabilidad efectiva in situ
del almidén del grano de maiz en el rumen disminuye por efecto del tamafio de particula,
donde molido (0.7 mm), rolado fino (1.8 mm) o rolado grueso (3.7 mm), tuvieron 61.6%,
56.6 y 49.6% como valores estimados de degradabilidad respectivamente. A pesar de las
diferencias en degradabilidad, las cuales pueden ser explicadas por los cambios en las
tasas de digestion debido a los procesamientos, el pH del liquido ruminal no difirié entre los

diferentes tamafios de particula.

Concentraciones de nitrogeno amoniacal (N-NH3)

En general las concentraciones de N-NHs; fueron mayores al nivel minimo requerido por los
microbios para que su crecimiento no se limite (>5 mg NH3-N/100 ml; Satter y Slyter 1974;
Roffler y Satter 1974). A las 4 horas postprandiales, las concentraciones superaron los 20
mg N-NH3 /100 ml., pero a las 8 horas ya habian retornado a los niveles preprandiales. Esta
disminucion rapida indica que habia suficiente energia disponible y NHs3-N para el
crecimiento microbiano (NRC, 1985; Roffler y Satter, 1974).
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Efecto de la monensina sddica sobre la concentraciéon de nitrégeno amoniacal.

En este estudio, las concentraciones de nitrégeno amoniacal no fueron afectadas por la
monensina como lo sugieren los autores Muntifering et al. (1980), Surber y Bowman (1998)
y Guan et al. (2006) en estudios in vivo; asi como Russell y Strobel (1988), Wischer et
al.(2013) y Narvaez et al. (2013) en estudios in vitro quienes manifiestan que el ibnoforo
causa disminucién. Van Nevel y Demeyer (1977), Wallace et al. (1981) y Yang y Russell
(1993) indican los iondforos reducen la degradaciéon ruminal de péptidos y la desaminacién
de los aminodcidos, inhibiendo especificamente las bacterias gram+ y protozoarios. Asi
mismo, se ha reconocido la monensina puede disminuir la protedlisis (Van Soest, 1994). En
conclusion a este respecto, aunque la literatura establece que la monensina si disminuye la
concentracion de NHs-N, y asi mismo, existe otra postura que indica que no hay disminucion
(Mathew et al., 2011; Benchaar, 2015), y de hecho puede aumentarla (Lana y Russell 1997),
en este estudio en funcién de los resultados obtenidos, no fue detectado efecto de la
monensina sobre la concentracion de NHs-N. Esto se debié a que la monensina solo
disminuye la degradacién de proteina verdadera pero no la captacion de NNP por las
bacterias, por lo que en dietas basadas en ingredientes como el silo de maiz como se realizd
en este estudio, el ionéforo podria tener poca utilidad para disminuir las concentraciones de
NHs-N debido a su contenido variable de NNP (Van Soest, 1994).

Efecto del procesamiento del grano de maiz sobre la concentracion de Nitrégeno

amoniacal

El procesamiento de los granos disminuye la concentracion de NH3-N del rumen debido a
que hay una mayor cantidad de almidon fermentable, lo cual aumenta la energia para el
crecimiento microbiano y se traduce en mayor captacion de NHs-N por los microbios (Van
Soest, 1994). En términos de este estudio, se encontré que el factor procesamiento no
afectd las concentraciones de NHs-N. Esto puede sugerir que el efecto del procesamiento
puede verse afectado por otras variables como por ejemplo el nivel de inclusién del grano
en la dieta, el genotipo del grano o el consumo. Asi mismo, Knowlton et al. (1998) evaluaron
el efecto de dos métodos de conservacion del grano de maiz (seco vs maiz de alta
humedad) y dos procesamientos (molido 6.4 mm vs rolado 0.58 mm). Los autores no
detectaron efecto del procesamiento sobre las concentraciones de NHs-N y lo atribuyeron
a diferencias en la tasa de paso del maiz relacionadas con el alto consumo de los animales

lecheros.
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Rémond et al. (2004) realizaron dos experimentos, en el primero reportaron un
incremento lineal de la concentracion de amonio cuando aumenta el tamafo de particula
con dietas para ganado lechero que contenian 35% de maiz semiharinoso (semiflint). En el
segundo experimento, el genotipo del maiz fue cambiado de semiharinoso a dentado (dent),
y se aplicaron dos procesos mecanicos (Molido 3 mm vs Rolado). A pesar de una diferencia
importante en la cantidad de almidon fermentado en el rumen (~ 1Kg), no detectaron
diferencias en las concentraciones de amonio, pH y AGVT. Esto comprueba lo que se dijo
anteriormente, que el efecto del procesamiento puede verse afectado por otras variables,

entre ellas el genotipo del grano.

Patrén y concentracion de los acidos grasos volatiles en el liquido ruminal.

La concentracion de AGV en el liquido ruminal es el resultado del balance entre su
produccién y absorcién a través del epitelio del rumen. Por otro lado, el patrén o proporcién
de cada acido se ve influido por factores como la naturaleza de la dieta, especies
microbianas presentes o tasa de despolimerizacion (Church, 1988). El patrén resultante de
AGYV puede influir en la cantidad de CH4 producido porque las vias bioquimicas asociadas
a la produccion de los distintos AGVs pueden actuar como productoras o pozas de H». Asi,
la produccion de propionato consume H» y compite con la metanogénesis, mientras que la
produccién de acetato y butirato esta asociada con el suministro de H, (Moss et al., 2000;
Ungerfeld y Kohn 2006).

Efecto de la monensina sédica sobre la concentracion total de acidos grasos volatiles

en el liquido ruminal (AGVT).

La monensina no provoco un cambio estadisticamente significativo de la concentracion total
de AGV, lo cual ha sido reportado en varios estudios in vivo (Thornton y Owens 1981; Jal¢
et al.,, 1992; Yang y Russell 1993; Surber y Bowman 1998; Guan et al., 2006). De igual
forma, en un meta-analisis Ellis et al. (2012) concluyeron que la monensina incluida en dosis
en el rango de 0 y 79 mg/kg de MS no afecta la concentracién total de AGV. Estos datos
concuerdan con ese estudio, donde una dosis de 21 mg/Kg no afecté la concentracion total
de AGV.
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Efecto del procesamiento del grano de maiz sobre la concentracién total de acidos

grasos volatiles en el liquido ruminal (AGVT).

El efecto principal del procesamiento de los granos es aumentar la disponibilidad de almidén
para las bacterias del rumen, lo que resulta en un incremento de la produccién de acidos
grasos volatiles (AGV), especialmente en una mayor proporcién de propionato, respecto al
acetato (Orskov, 1986). En el presente estudio, no se detectaron diferencias en la
concentracion total de AGV en el liquido ruminal por efecto de los procesamientos molido
o rolado del maiz para ningun tiempo de muestreo. Esto concuerda con datos publicados
en otros estudios donde se ha evaluado el tamano de particula, o el procesamiento molido
o rolado en seco (Knowlton et al., 1996; Knowlton et al., 1998; Callison et al., 2001; Rémond
etal., 2004). En estos estudios se sugiere que la falta de efecto del procesamiento mecanico
o tamano de particula se debe a que podria haber cambios en la tasa de pasaje que
aumenten el escape de particulas hacia el tracto posterior, principalmente del maiz molido
ya que la disminucion del tamafo de particula incrementd linealmente la tasa de pasaje

desde el rumen (Ewing et al., 1986).

En contraste, Gimeno et al. (2015), reportaron que el rolado del maiz reducia la
concentracion de acidos grasos volatiles y lactico e incrementaba el pH en el rumen, en
comparacién con el maiz molido. Estos autores sugirieron que la disponibilidad del almidon
podria ser menor porque las particulas del grano rolado tienen un mayor tamano. El
incremento del propionato y, a su vez, del lactato se ha asociado con el incremento de
Selenomonas ruminantium, una especie que produce propionato en el rumen como uno de
sus productos terminales. No obstante, los mismos autores reportaron que el maiz rolado
favorecio el crecimiento de Selenomonas ruminantium, y no hubo diferencias en la

concentracion de lactato o AGV totales.

Efecto de la monensina sédica y el procesamiento del grano de maiz sobre el patrén

de acidos grasos volatiles en el liquido ruminal.

El efecto de la monensina fue consistente con lo reportado por la literatura para las
proporciones molares de acetato y propionato en los tres tiempos de muestreo. En el tiempo
0, no se detectd que hubiera una interaccion entre la monensina y el procesamiento del
maiz; sin embargo, persistio el efecto inhibitorio de la suplementacion de monensina del dia

previo sobre el porcentaje molar de acetato, la promocion de una mayor produccién de
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propionato y, en consecuencia, la disminucion significativa de la relacion acetato:
propionato. Abrar et al. (2015) estudiaron el efecto del retiro de monensina con novillas
cruzadas Holstein x Negra japonesa que eran alimentadas con pasto ryegrass italiano y
concentrado comercial con 30 ppm de monensina y reportaron que un dia después del retiro
de la monensina, se mantuvo su efecto aumentando el porcentaje molar de propionato y
disminuyendo el acetato, resultando en una disminucion de la relacién acetato: propionato.
Estos cambios podrian explicar lo observado en el tiempo 0 del presente estudio, ya que
los animales consumian rapidamente su racion dentro de las primeras 4 horas posteriores

al suministro.

A las 4 y 8 horas postprandiales, la monensina redujo la proporcion molar de
acetato, mientras que el procesamiento del maiz no afecté las proporciones de este acido.
La concentracion molar de acetato fue un poco mas baja que en otros estudios donde se
alimenté con una dieta similar en los tres tiempos de muestro. Por ejemplo, Sauer et al.
(1998) reportaron 62.9 % acetato, 24.9% propionato, 7.9 % Butirato y 2.6 relacion acetato:

propionato en animales recibiendo una dieta para ganado lechero.

En el mismo periodo de tiempo también se detectd una interaccion entre
procesamiento y monensina sobre la proporcion molar de propionato. Hubo un mayor
incremento cuando se incluyé monensina y el procesamiento del maiz fue rolado (22.08 vs
25.57 %), pero el incremento fue marginal cuando se incluyé monensina y la dieta contuvo
grano molido (23.64 vs 24.41 %). Se puede sugerir que el procesamiento rolado podria
romper la matriz proteica aumentando la tasa de digestion del almidén. Asi mismo, Gimeno
et al. (2015) reportaron que con el procesamiento rolado hay mayor abundancia de S.
ruminantium un productor importante de propionato y que la monensina a su vez, a través
de una seleccion positiva de microorganismos, aumenta el nimero de bacterias gram
negativas (Narvaez et al., 2013). Por lo tanto, el procesamiento rolado aumenté la
disponibilidad de sustrato y la monensina el nimero de bacterias que pueden metabolizar
ese sustrato y sintetizar propionato como producto terminal. En contraste, en un estudio
similar al presente (Knowlton et al., 1996), se evaluaron dos procesos del maiz (molido 827
pMm vs quebrado 3265 um) y el ionéforo lasolacida y no se detectd interaccion de los factores
de estudio sobre la proporcion molar de propionato. El efecto de la monensina sobre las
proporciones molares de acetato, butirato y la relacién acatato:propionato esta bien

establecido (Bergen y Bates, 1984; Russel y Strobel 1989; Ellis et al., 2012). La monensina
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disminuye la proporcidn de acetato y butirato como resultado de la inhibicion principalmente
de microorganismos gram positivos y protozoarios. Respecto a los protozoarios, estos
tienen un papel importante como productores de hidrogeno durante la digestion de la fibra
(Van Soest, 1994), asi es posible que se formen microambientes donde se favorece la
acetogénesis, por lo que con su inhibicidon disminuye la produccién de acetato y el H se
dirige hacia la produccion de propionato. Los cambios en la produccion de CH4 in vitro son

consistentes con la respuesta observada.

En el presente estudio, la monensina y el procesamiento afectaron diferencialmente
el porcentaje molar de butirato en el tiempo 0, sin que hubiera una interaccién entre ellos.
Mientras que la monensina incrementé el porcentaje molar de butirato, el procesamiento lo
disminuyé. Sin embargo, estos efectos no pueden ser explicados facilmente. En la literatura,
se ha demostrado que la monensina disminuye la proporcion de este acido graso (Ellis et
al., 2012), lo que ha sido atribuido al favorecimiento de las vias metabdlicas que utilizan Ha.
Por otro lado, en diferentes estudios donde se ha evaluado el procesamiento mecanico del
maiz o diferentes tamanos de particula no se ha detectado cambio de la proporcion molar
de butirato (Knowlton et al., 1996; Knowlton et al.,1998; Callison et al., 2001; Rémond et al.,
2004; Gimeno et al., 2015)

Aunque no se detectd efecto de los factores sobre las proporciones molares de
butirato a las 4 y 8 horas postprandiales, es posible que las altas proporciones molares
observadas sean reflejo de la presencia de cantidades importantes de acidos organicos y
azucares solubles en el silo de maiz que al ser fermentados sobre todo por los protozoarios
producen cantidades significativas de butirato (Van Soest, 1994). En una revision (Bryant,
1979), se sugirié que cuando la concentracion de Hz se incrementa en el rumen y hay mayor
presencia de MO degradable, se incrementa la tendencia de que los electrones generados
en la fermentacion en la forma de NADH sean utilizados en la conversion del piruvato en
productos reducidos, sobre todo el propionato, a expensas de acetato y CO,, y que se
puede esperar el aumento de la concentracion de otros productos como el butirato, valerato
o caproato; en casos mas extremos se comienza a detectar la presencia de lactato o etanol
lo cual podria estar ligado a problemas nutricionales como la acidosis ruminal aguda o sub
aguda. Por esta razén, el aumento de la proporcién molar de butirato podria estar

relacionado con una mayor cantidad de MO degradable.
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Conteo de Protozoarios en el liquido ruminal.

Hungate (1966) demostrd que el conteo de protozoarios en el liquido varia ampliamente
(0.06 a 7.8 x108 células/ml), sin embargo, la variacion puede ser enorme aln para el mismo
animal consumiendo la misma dieta en dias diferentes (Eadie, 1959). Los protozoarios
pueden constituir hasta 50% de la biomasa microbiana del rumen (Newbold et al., 2015).
Aunque su funcién no es clara, los efectos de la defaunacion son diversos: incremento en
el numero de bacterias en el rumen, reduccién del reciclaje de nitrégeno y aumento de la
proteina microbiana que alcanza el duodeno; también se ha reportado que la defaunacion
provoca que disminuya la digestion de la fibra (Veira, 1986) o del almidon (Mendoza et al.,
1993). Sin embargo, se ha encontrado que existe una estrecha relacion entre los
metandgenos y algunos protozoarios. En un estudio donde fueron usados ovinos
defaunados (Krumholz et al., 1983), se concluyé que los protozoarios mantienen la actividad
de los metandgenos, lo cual podria ser a través del suministro de formato e H,. Debido a
esta asociacion se ha hipotetizado que los cambios en el numero de protozoarios podrian
reflejarse en cambios en la produccion de metano (Demeyer y Van Nevel, 1979; Habib y
Leng, 1986). Se ha sugerido que los efectos de la defaunacion y los resultados benéficos o
perjudiciales que conlleven para el animal podrian depender de la naturaleza de la dieta
(Veira, 1986; Van Soest, 1994).

Efecto de la monensina sédica sobre el conteo de las poblaciones de protozoarios

En el presente estudio, solo pudo detectarse una tendencia de reduccion en el conteo
(P<0.08) a las 4 h postprandiales y sin cambios significativos en los otros tiempos. Varios
estudios (Bergen y Bates, 1984; Habib y Leng 1996; Castro-Montoya et al., 2012) han
mostrado claramente que la monensina reduce el niumero de protozoarios, sin embargo, el
efecto no ha sido consistente siempre. Benchaar (2015) y Mathew et al. (2011) reportaron
no haber detectado disminucion significativa de las poblaciones de protozoarios en ganado
lechero in vivo. Guan et al. (2006) estudiaron los efectos de dietas altas o bajas en
concentrado, la inclusion de monensina, el efecto de alternar dos ionéforos y los cambios
por el retiro de los ionéforos sobre las poblaciones de protozoarios. Independientemente
del nivel del concentrado en la dieta, la monensina redujo a los protozoarios durante las
primeras dos semanas; sin embargo, los conteos se restablecieron después de tres y seis
semanas para las dietas altas y bajas en concentrado respectivamente, sugiriendo que esta

poblacion puede adaptarse y desarrollar resistencia al ion6foro. Aunque se conoce que la
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variacion en el conteo es considerable (3x 105 a 1x10° células/ml; Veira 1986), se ha
sugerido que varios factores (dieta, dosis, duracion de la suplementacion, método de
conteo, tiempo de muestreo) afectan las poblaciones de protozoarios y su respuesta a la

inclusiéon de monensina sodica.

Efecto del procesamiento del grano de maiz en el conteo de las poblaciones de

protozoarios.

En el presente estudio, se encontré una correlacion positiva entre el pH y el nimero de
protozoarios a pesar de que no hubo diferencias estadisticas en el pH por efecto del
procesamiento del maiz (R?=0.31, p<0.04, n=48). Al respecto, Hook et al. (2011) reportaron
que las densidades de las poblaciones de protozoarios aumentaron en animales
diagnosticados con acidosis ruminal subclinica con relacion a animales con pH ruminal
mayor alimentados con forraje. De manera similar, Franzolin y Dehority (1996) encontraron
que el numero de protozoarios podria ser mayor en dietas con alto nivel de concentrado (
de 3.19 x 105 con 100 % forraje a 7.35 x 10° con 75 % concentrado) pero el género
Entodinium fue el que incrementé mas sus numeros, a pesar de que el pH bajo a menos de
5.7 en los animales alimentados con 75% de concentrado. La bibliografia consultada y los
resultados del presente estudio sugieren que el numero de protozoarios disminuye segun
decrece el pH del liquido ruminal. Van Soest (1994) sugiere que los protozoarios son
sensibles a pH bajos; Martin et al. (2009) reporta que el conteo de protozoarios disminuye
dramaticamente cuando la dieta pas6 a tener un contenido de almidén de 45 %, lo que
podria estar relacionado a que engullen demasiado almidén y sufren lisis por un efecto
osmoético (Van Soest, 1994).Sin embargo, los reportes de animales con SARA o niveles
altos de concentrado, donde las poblaciones de protozoarios han aumentado, indican que
la respuesta de la poblacion de los protozoarios a los cambios en la composicion de la dieta

no es facilmente predecible.

Densidad de las poblaciones de archaeas metanogénicas.

En el presente estudio, no se detectd efecto de la monensina, del tipo de procesamiento
del grano de maiz o su interaccion sobre la densidad de las archaeas metanogénicas para
ningun tiempo de muestreo (0, 4 u 8 horas). El nUumero de metanogénicos, determinado

como el logaritmo del numero de copias ml-', estuvo entre 108 a 10° metandégenos ml' en el
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liquido ruminal; estos valores estan en concordancia con el reportado por otros
investigadores (Denman et al., 2007; Kumar et al., 2009). Es importante mencionar que
existen pocos estudios donde se hayan evaluado estos factores, monensina y el
procesamiento, in vivo de forma conjunta. Sin embargo, Zinn (1987) evalud las
caracteristicas productivas de ganado de carne alimentado con dietas que contenian maiz
hojueleado al vapor o maiz rolado en seco y tres ionéforos: lasolacida, monensina+tilosina
o sin ionoéforo. Empero, aunque la produccién de CH4 disminuyd, el estudio no evalud

cambios en las poblaciones microbianas por efecto de los tratamientos.

Efecto de la monensina sédica sobre las poblaciones de archaeas metanogénicas

Como fue mencionado en el parrafo anterior, no fue detectado efecto de la monensina en
la densidad de las poblaciones de archaeas metanogénicas. En este tema, Chen y Wolin
(1979) muestran que la monensina y lasolacida actuan en el rumen seleccionando
Bacteroides, productor de succinato y Selenomonas ruminantum, un productor de
propionato y, por otro lado, inhiben microorganismos productores de H.. Aunque
encontraron que estos antibiéticos inhiben algunos metanogenos, en general estos fueron
resistentes a dosis altas. En este tenor, en un estudio similar, la monensina no fue efectiva
para disminuir la produccion de CH4 cuando se elevan las concentraciones de CO, y Hz en
el medio (Van Nevel y Demeyer, 1977), lo cual puede estar en concordancia respecto a que
el Hy es el metabolito central en la produccién de CH4 en el rumen y que el ion6foro no
afecta sensiblemente a las archaeas metanogénicas (Van Nevel y Demeyer, 1977; Hook et
al., 2009).

En un estudio in vivo, Hook et al. (2009) estudiaron el efecto de la suplementacion
prolongada (180 d) de monensina (24 mg/kg MS) en vacas lecheras, no encontrando
diferencias en el numero o en la diversidad de archaeas metanogénicas, ya sea, por efecto

de la monensina o del tiempo de muestreo a través del estudio (20, 90 6 180 d).

De igual forma, Weimer et al. (2008) investigaron el efecto de la suplementacién con
monensina (13.9 mg/kg MS) y los cambios posteriores al retiro de ésta sobre la abundancia
de varios grupos microbianos en ganado lechero, el cual fue alimentado con base en silos
de maiz y de alfalfa y maiz alto en humedad. Encontraron que la poblacién de archaeas no

fue afectada por la monensina, y de igual modo, no se detectd efecto residual una vez

73



retirada la monensina del alimento. Los autores sugirieron que la monensina no inhibid
selectivamente a los microorganismos gram positivos o que el Hx requerido para la
metanogénesis pudo haber sido suministrado por microorganismos resistentes, tales como

protozoarios ciliados o los hongos.

Sin embargo, en un estudio in vitro (Abrar et al., 2015), a pesar que tres dias
después de retirar el suministro de monensina y no detectar residuos en el inoculo ruminal
de animales alimentados con rastrojo de rye-grass italiano y un concentrado comercial
durante 21 dias, la concentracion de propionato se elevd y la del acetato disminuyd,
sugiriendo que los cambios en las poblaciones microbianas permanecen por algun tiempo

hasta retornar el equilibrio original.

Narvaez et al. (2013), observaron en un estudio in vitro una disminucion significativa
del numero de metanégenos por efecto de la monensina en dosis de 5 a 10 ug/ml a
comparacion del control. Ademas, pudieron detectar que la monensina y la Yucca
schidigera (650 jg) tienen un efecto aditivo sobre el nUmero de metanégenos, reduciendo
la cantidad de monensina (2.5 ug/ml) que se requiere para tener un efecto similar al que se
logré cuando el sustrato se incub6 solo con monensina en dosis de 5 0 10 pg/ml; los efectos
en la reduccién del numero de copias de metanogénicos dependieron de la dosis de
monensina, donde se observé la mayor disminucién a una dosis de 5 y 10 yg comparado
con el control sin monensina. Sin embargo, debe considerarse que en los sistemas in vitro
las diferencias en el volumen podrian suponer que la dosis utilizada fuera superior

comparada con la que se tendria in vivo.

Lo encontrado en el presente estudio esta en concordancia con los estudios in vivo
descritos anteriormente, por lo que probablemente a las dosis utilizadas in vivo, la
monensina no afecta la densidad de las poblaciones de archaeasy su mecanismo de accion
sobre la reduccion de la produccion de metano es indirecto, principalmente asociado con
un incremento en la capacidad de las vias del acrilato o de descarboxilacion del succinato
para producir propionato derivado de la seleccion positiva de microorganismos gram
negativos, e inhibicién de otras poblaciones microbianas, principalmente gram positivos y
protozoarios ciliados, productoras de Hz en el rumen, por lo que el suministro de H; para la
metanogénesis disminuye. El resultado final es un cambio en el patrén de los acidos grasos

volatiles, mas propionato y menos acetato y butirato.
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Efecto del procesamiento de los granos sobre la poblacion de archaeas

metanogénicas

En este estudio se esperaba diferencia en la densidad de las archaeas metanogénicas por
efecto del procesamiento por cambios en el pH debidos a diferencia en la disponibilidad de
almidon a nivel ruminal, ya que se sabe que las metanogénicas son sensibles a los pH bajos
(Van Kessel y Russell, 1996). Aunque el pH no fue afectado estadisticamente por los dos
diferentes procesos en ninguno de los tiempos de muestreo este disminuyd (< 6) en las
primeras 8 horas posiblemente relacionado al establecimiento de la produccion de AGV,
pero no se detectaron cambios en la densidad de las poblaciones en comparacién, justo

antes de la alimentacion donde el pH estuvo arriba de 6.

Adicionalmente, en otros trabajos donde se han evaluado otros factores como
diferentes niveles de concentrado (Chong et al., 2014), densidad energética de la dieta y
consumo de alimento residual en ganado de carne (Zhou et al., 2010), o la transiciéon de
una dieta 100 % forraje a una dieta alta en concentrado en ganado lechero (Hook et al.,
2011), se observo que el pH no disminuyo la densidad de las poblaciones de archaeas o la
produccién de CH4 (Hinerberg et al., 2015). Se ha observado que algunas especies pueden
adaptarse y tolerar episodios de pH bajo mejor que otras, ya que la composicion de la
comunidad metanogénica juega un papel mas importante que el niumero total de su
poblacion (HUnerberg et al., 2015). Otro factor que puede influir en la sobrevivencia de los
metanogénicos cuando disminuye mucho el pH es su resguardo en microambientes como
biopeliculas (Biofilms) o en el interior de los protozoarios que los protegerian de las

fluctuaciones del pH (Hlnerberg et al., 2015).
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Experimento 2 produccion in vitro de gas y metano

Produccion total de Gas

Los resultados de este estudio usando la técnica de Menke y Staingass mostraron que la
monensina disminuy6 la produccion de gas (-27 ml /g MS; p<0.01), pero la magnitud del
efecto dependio del tipo de procesamiento del grano. Cuando se incluyd maiz molido y
monensina, la magnitud de la reduccion fue de -43.5 ml/ g MS, que cuando se incluyé grano
rolado (-12 ml/ g MS), lo que indica que los factores tendieron a interactuar (p< 0.07). En
contraste, con la técnica de ANKOM no se detecté que los factores interaccionaran sobre
la produccién total de gas (PTG; ml/ g MS/ 48h), pero la PTG de las dietas con grano rolado
fue menor que la PTG con dietas que incluian grano molido (P<0.01); por otra parte, la
inclusién de monensina no afectd la PTG (p <0.18). Esta diferencia podria radicar en la
naturaleza de ambas técnicas, ya que en la técnica de ANKOM, los modulos liberan el gas
producido constantemente, mientras que la técnica de Menke y Staingass es un sistema

cerrado donde el gas se acumula conforme avanza la fermentacion.

La combinacién de humedad, calor (60 a 70 °C) y los rodillos (rolador) causa la
gelatinizacion de los granulos de almidén, que consiste en el hinchamiento de los granulos
por la absorcion de agua lo cual rompe la estructura cristalina del almidoén y la disolucién de
polisacaridos asi como su difusion desde los granulos (Safei y Yang, 2017). Estos cambios
resultan en el incremento de la disponibilidad del almidon para las bacterias del rumen, asi
como mas almidon es fermentado, se produce mas gas, como un indicador de una mayor
fermentacién de la MO (Galyean et al., 1976). Sin embargo, Lee et al. (2002) sugieren que
los granos rolados deberan ser reducidos en el tamafio de su particula, especialmente por
la rumia, para que produzcan cantidades similares de gas que los granos molidos
finamente. No obstante, aunque las muestras de alimento fueron molidas a través de una
criba de 1mm, las dietas con el grano molido produjeron in vitro mas gas que las dietas con
el grano de rolado. En un estudio (Galyean et al., 1976), los granos rolados produjeron casi
la mitad que los granos hojueleados, lo cual fue atribuido a un mayor rompimiento de los
granulos de almidén indicando que el tamafio de particula no influye mucho en la
disponibilidad del almidén cuando los granos son procesados con vapor. Sin embargo, en
un trabajo posterior, Galyean (1981) compard maiz ensilado de alta humedad (HMC) con
maiz molido (GC); encontré que la desapariciéon de la MS y del almidén fueron mayores

cuando disminuy6 el tamafio de particula del maiz molido, lo que se traduciria en mayor
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produccién de gas. Gimeno et al. (2015) incubaron dietas con diferentes proporciones de
grano de maiz y cebada (75:25 6 25:75) y dos tipos de procesamiento molido o rolado en
seco Yy, reportaron que hubo mayor produccion de gas con el grano de maiz que el grano
de cebada (287 vs 268 ml/g MO, respectivamente), pero los granos molidos y los rolados
no mostraron diferencias estadisticas en la produccién de gas total (278 vs 276 ml/g MO,
respectivamente) o en la tasa de produccion de gas (% h'), no obstante la diferencia en el
tamafo de particula. McAllister et al. (1993) indican que la matriz proteica puede ser un
factor importante en la disponibilidad del almidéon de los granos de maiz para microbios del
rumen. Aunque el rolado podria destruir la matriz proteica del grano?, este cambio no fue

suficiente para producir una cantidad similar de gas al grano molido.

Por otro lado, el efecto de la monensina sobre la produccién de gas ha sido mas
claro. Garcia-Gonzalez et al. (2010) estudiaron el efecto de in6culos provenientes de
fermentadores RUSITEC tratados con monensina o extractos de plantas Rheum spp o
Frangula alnus y diferentes tipos de sustrato (celulosa, almidén de maiz, rastrojo de cebada
0 una mezcla de forrajes y grano de cebada) sobre la produccién de gas. Encontraron que
en los sustratos ricos en celulosa (celulosa pura, rastrojo de cebada y la mezcla de forrajes)
e incubados con indculo proveniente de animales suplementados con el iénoforo, tanto la
tasa fraccional como la produccién de gas a las 24 horas disminuyeron. Garcia-Gonzalez
et al. (2010) sugirieron que las bacterias celuloliticas pudieron ser afectadas por la
monensina. En contraste, cuando el substrato fue el almidén de maiz, la produccién y la
tasa fraccional de la produccion de gas no fue afectada, sugiriendo que la actividad

amilolitica no es afectada por el iénoforo.

Callaway y Martin (1996) estudiaron el uso de acidos organicos y la monensina como
medios para manipular la fermentacion y reducir la produccion de CH4 en dietas con maiz
quebrado y, aunque no probaron estadisticamente el efecto de la monensina sobre la
produccién de gas, la reduccion fue consistente a través de diferentes pruebas con los
acidos organicos (92.7 vs 74.4 ml/24h). Se ha sugerido que el mecanismo de accién de la
monensina puede estar relacionado a su efecto sobre bacterias celuloliticas u otro grupo

de bacterias. Tomando en cuenta que los iénoforos no disminuyen significativamente la

2 Comunicacién personal Dr. Tom Tylutki, PhD, CEO AMTS LLC en el seminario "Advanced
formulation and NDF explained"
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actividad amilolitica (Garcia-Gonzalez et al. 2010), la causa de la tendencia de interaccion

en la produccion de gas es incierta.

En el presente trabajo, el procesamiento y la monensina tendieron a interactuar
(p<0.07) en la tasa de produccion de gas, ya que se observé un mayor incremento en dicha
variable cuando se incluyd monensina en los tratamientos con grano rolado (6-02 vs 7.42
% h). Esto indica que la respuesta del i6noforo es compleja y depende de la naturaleza de
la dieta ya que se esperaba que el idbnoforo disminuyera la tasa de produccion de gas. Sin
embargo, esta interaccion también se observé en la proporcion molar de propionato in vivo,

por lo cual podria haber alguna relacion.

Produccion in vitro de metano

Efecto de la monensina soédica sobre la produccién in vitro de metano

Uno de los principales efectos de la monensina en la fermentacion es la redireccion del
exceso de flujo de electrones hacia la produccion de propionato, lo que a su vez afecta la
produccién de CH4 y acetato en el rumen porque se acorta la disponibilidad de H» para los
microrganismos metanogénicos. No se ha determinado si la redireccion de los electrones
lejos de los metanogénicos pueda afectar la eficiencia con la que se degrada la MO en el
rumen y su consecuencia en el consumo de MO digestible y, a su vez, en la productividad
animal. De acuerdo con Schelling (1984) la monensina puede reducir la produccion de CH4
entre 4 al 31%. El presente estudio in vitro, confirmé que la inclusién de monensina redujo
la produccién de CH4 en 9.4 ml/g MS, lo que significd una reduccion del 18.5% de la

produccién total de CHa.

. Garcia-Gonzalez et al. (2010) reportaron que la inclusion de monensina en
reactores Rusitec resultd en una mayor recuperacion del porcentaje de recobre del
hidrégeno en los acidos grasos (85.5%), en comparacion con extractos de plantas con

diferentes substratos fibrosos.

Kim et al. (2014) condujeron un experimento in vitro para evaluar el efecto de la
inclusién de monensina, el aceite de palma o el destilado de acido laurico, variando dos
tipos de substrato (heno de alfalfa o un concentrado basado en grano de maiz) sobre la
produccién total de metano y la proporcion de metano en la muestra de gas. Reportaron
que la monensina disminuy6 significativamente la produccién in vitro de CHa (-45%) y la

proporcién de CH4 en la muestra (-55%), independientemente si el substrato era heno de
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alfalfa o concentrado. En dicho estudio, la monensina alteré el patron de la fermentacion
reduciendo el acetato y aumentando el propionato. Debido a que la monensina es lipofilica,
un factor que puede alterar la respuesta a su inclusion en la dieta es la adicion de aceite o
grasa animal. Esto puede sugerir que es posible que se requieran mayores dosis de
monensina, sin embargo, no se ha determinado a qué niveles de grasa o aceite podria ser
evidente esta relacion. No obstante, los incrementos de los niveles de inclusion del aceite
de palma o del destilado de acido laurico, el efecto de la monensina sobre la produccién de

CHas y el porcentaje en la muestra de gas de éste se mantuvo.

Narvaez et al., (2013) argumentan que la monensina favorece la seleccion de
bacterias gram negativas, ya que éstas en general son resistentes a la monensina (Russell
y Houlihan, 2003). Cuando la metanogénesis es reducida y no hay otros aceptores de
hidrogeno, éste se acumula en el rumen y se excreta via eructo (Bauchop, 1967). Aunque
esto significa un menor potencial de produccion de CHy, la eficiencia de la fermentacion de
la MO en el rumen podria ser afectada negativamente porque las metanogénicas podrian
obtener menos energia libre durante la metanogénesis y los aceptores de electrones
reductores podrian agotarse, afectando el metabolismo de las bacterias fermentativas
(Wolin et al., 1997; Ungerfeld y Kohn, 2006; Martinez-Fernandez et al., 2016).

En general, estos resultados confirman que la naturaleza del sustrato o dieta afectan

la respuesta microbiana a la inclusion de monensina y por lo tanto el patrén de fermentacion.

Digestibilidad in vitro de la materia seca.

Efecto de la inclusién de monensina sédica y el procesamiento del grano de maiz

sobre la digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS).

. En este trabajo la digestibilidad de la MS no fue afectada por los tratamientos
experimentales, aunque fue numéricamente superior en los tratamientos que contenian
monensina. A este respecto, la respuesta de la digestibilidad a la inclusién de monensina
no ha sido consistente. Por ejemplo,Garcia-Gonzalez et al. (2010) y Smith et al. (2010) no
encontraron que la monensina afectara la DIVMS; mientras que Ponce et al. (2012), que
midieron la digestibilidad en varios tiempos de incubacién en presencia de diferentes
ionéforos encontraron que la monensina incrementé la DIVMS a las 12 h de incubacion,
respecto al tratamiento control. Otra postura (Wallace et al., 1980; Castro-Montoya et al.,

2012; Wischer et al., 2013;) argumenta que la monensina disminuye la digestibilidad de la

79



MS, principalmente por afectar negativamente la digestion de la FDN y FDA, esto ultimo
como consecuencia de que el ionoforo afecta a las bacterias celuloliticas e inhibe la
protedlisis y disminuye la disponibilidad de aminoacidos de cadena ramificada, los cuales
son esenciales para las bacterias celuloliticas. Estos resultados indican que la respuesta a
la inclusion de monensina podria estar relacionada al tipo de dieta.

Para efecto de este estudio, y aunque la técnica requiere uniformizar el tamafio de
particula del sustrato para la prueba de produccién de gas y CH4 se observaron diferencias
en la produccion total de gas que podrian haber estado asociadas a cambios en la
digestibilidad in vitro. No obstante, no se detectd efecto del factor procesamiento. En
concordancia con esta aseveracion, Galyean (1981) comparé maiz ensilado de alta
humedad (HMC) con maiz molido (GC); encontré que la desaparicion de la MS y del almidén

fueron mayores cuando disminuy6 el tamano de particula del maiz molido.

Efecto de la inclusion de monensina y grano rolado en la estimacion de la producciéon
de metano de novillos alimentados con ensilado de maiz y concentrado.

Para realizar la estimacion de las emisiones de CH4 in vivo con base en los resultados de
la prueba in vitro, se considero el tipo de unidad experimental, el cual no fue ganado de tipo
lechero; suministro de dietas experimentales similares a las que se utilizan en los sistemas
intensivos de produccion lechera, es decir con base en ensilado de maiz y concentrado.
Por otro lado, las variables de fermentacion ruminal que se midieron no requieren
especificamente de ganado lechero y se puede considerar que pueden ser aplicables para
ganado en lactacion. Asimismo, se asumio que la produccion de CH4 entérico por unidad
de MO consumida fue similar a la produccién de CHjs in vitro, ya que el consumo se fij6 al
1.8% del peso vivo y su efecto en la digestibilidad ruminal podria ser minimo. Se considero
que el contenido de energia bruta de las dietas es similar a 18.4 MJ/kg (Mc Donald et

al.,1995) y que el contenido de energia del CH4 es de 55 MJ/kg.

De acuerdo con los datos de la estimacion, la monensina redujo la produccion e
CH4, lo que coincidié con el patron de fermentacién de la prueba in vivo de este
experimento, donde quedd como evidencia que in vivo la proporcién molar de propionato
es mayor por el uso de monensina. Asi mismo, la concentracién de propionato en el rumen
esta correlacionada negativamente con la producciéon de CH4 (Moss et al, 2000).
Considerando que no hubo efecto en la digestibilidad in vitro de las dietas, se puede sugerir

que las poblaciones microbianas productoras de H; o la celulolisis no fueron afectadas o
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que el redireccionamiento del Hz no afecté la fermentacion de la MO. En concordancia con
esto, se ha observado que los animales recibiendo ionéforos eructan mas Hy, sin afectar el
consumo o la digestibilidad de la dieta (Spears,1990). El efecto de la monensina sobre la
produccién de CH, y el patron de fermentacion del rumen ha sido consistente en estudios
in vitro e in vivo. Thornton y Owens (1981) evaluaron el efecto de la inclusién de 200 mg de
monensina en la produccion in vivo de metano, la produccién de AGV y la digestién de
dietas con tres niveles de forrajes, cascara de algodén y grano de maiz rolado ofrecidos a
novillos en crecimiento y reportaron que la monensina redujo la produccion de CH4 entre 8
al 14%, como porcentaje de la energia bruta consumida. Independientemente del nivel de
forraje de la dieta, la monensina decrecio la concentracion de acetato e incrementé la del

propionato.

Sin embargo, en un estudio con novillos Holstein recibiendo dietas elaboradas a
base de ensilaje de cebada y grano rolado con vapor y suplementados con monensina (33
mg / kg) y otros aditivos con mediciones de la produccion in vivo de CH4 en camaras
(McGinn et al., 2004), la monensina redujo el acetato e incremento el propionato, pero solo
tendioé (p=0.09) a reducir la produccion de CH4, medida como porcentaje de la energia bruta
consumida (-9%). La digestibilidad de la dieta y de la fibra no fue afectada negativamente
con la adicion de la monensina, como lo han reportado otros autores (Thornton y Owens,
1981).

Con el consumo fijo y el valor energético de las dietas (18.4 MJ/kg), se pudo estimar
que los animales consumieron en promedio 270 MJ de energia bruta. Asimismo, con los
resultados in vitro de la produccién de CHs y el consumo se pudo estimar que los
tratamientos experimentales produjeron 35, 29.38, 33.12 y 27.5 moles de CH4 para A, B, C
y D respectivamente, y en términos de energia se perdieron en promedio 27.5 MJ de
energia en forma de CHa. Esta cantidad representa el 10.1 % del consumo total de energia
bruta. Para considerar el volumen de CH4 excretado por estos animales, se considerd que
un mol de CH4 es igual a 16 g y que un mol de cualquier gas en condiciones estandar ocupa
22.4 L y tiene una densidad de 0.73.

Sauer et al. (1998) hicieron una revision de varios estudios y reportaron que hay
mucha heterogeneidad en los valores de emisién de CH4 entre estudios aun siendo el

mismo tipo de ganado. Esta variacion estaria asociada principalmente con las diferentes
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técnicas de medicion usadas para la determinaciéon de CH. entérico y también a la
heterogeneidad de las dietas y niveles de consumo entre diferentes estudios. Estos autores
reportan que vacas Holstein maduras con peso de 600 kg produciendo 29+1.5 kg d' de
leche, pueden producir unos 622 L de CH4 animal-' d-'. De igual forma, tomando los datos
de CH4 en Mcal al dia presentados por Moe y Tyrrel (1979), se estimé que las vacas
lecheras en ese estudio produjeron desde 106.13 hasta 676 L de CH4 con un promedio de
381.58 L y un consumo maximo de MS al dia de 22.93 kg.

Castelan-Ortega et al. (2014) realizaron una estimacion de la produccion de CH4 del
ganado en México haciendo uso de diferentes modelos de prediccidon presentes en la
literatura (Modelo de simulacion integral). El resultado de su simulacion arrojd que la
produccién de CH4 para vacas lecheras en la regiéon templada de México es de 283 g/d, con
un consumo estimado de 11.3 Kg de MS. Asi mismo, estimaron que la energia del metano
tuvo un valor 3.73 Mcal (15.6 MJ) para vacas en la region templada del pais y que la
proporcion de metano del consumo de energia bruta es 7.5 %. En el presente estudio el
promedio de los 4 tratamientos fue 498 g/d pero con un consumo promedio de 14.8 Kg. El
valor promedio de la proporcion de metano en el presente estudio fue 9.09%. Este valor a
pesar de ser superior al estimado por Castelan-Ortega et al., (2014) todavia se encuentra
en el intervalo propuesto por Johnson y Johnson (1995), el cual oscila entre el 2-12% de la
energia bruta. La razén por la cual las emisiones estimadas son superiores seria el
consumo de MS mas elevado en comparacién con el estimado por Castelan-Ortega et al.,
(2014). Como porcentaje de la energia bruta Moe y Tyrrel (1979) reportan valores promedio
de 6.31% con un rango desde 1.60 hasta 9.90%.

Por otro lado, los resultados de este estudio indican que los procesamientos que
solo afectan el tamano de particula no tienen un efecto importante sobre la produccion de
metano en este tipo de dietas. Esto podria deberse al nivel de forraje, al porcentaje de
inclusién de grano en la dieta, consumo o a otros factores dietéticos. A este respecto,
algunos estudios han encontrado cambios en el patrén de fermentacién y disminucion de
metano cuando se incluye maiz hojueleado al vapor en dietas para ganado de carne (Zinn,
1987; Corona et al.2006), el cual se conoce es un procesamiento que genera el efecto
aditivo de la gelatinizaciéon de los granulos de almidéon. Sin embargo, el patron de

fermentacién observado in vivo en este estudio podria sugerir que el uso conjunto del maiz
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rolado con monensina podria ser de valor para disminuir la emision de metano. Para que

este efecto sea confirmado se necesita medir la produccion de metano in vivo.

Como conclusidn, solo la monensina sédica fue capaz de disminuir la emisién de CH4
estimada de los animales experimentales, esto como consecuencia del cambio en el patron

de fermentacion y en las poblaciones de protozoarios.
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CAPITULO VII CONCLUSIONES

El procesamiento del grano de maiz usado en el presente estudio no modifica por si mismo
la fermentacion ruminal. Por otra parte, la monensina si alterd el patron de fermentacion
incrementando la proporcion de propionato y disminuyendo la de acetato. Esto podria ser
explicado por cambios en las poblaciones de bacterias gram negativas productoras de
propionato.

La sintesis de propionato es una ruta metabdlica que compite por H+ contra la
metanogénesis en el rumen, por lo que el aumento observado de la proporcion de
propionato cuando se incluyé monensina y grano rolado podria sugerir que su uso conjunto
puede constituir una estrategia nutricional para disminuir las emisiones de metano. Sin
embargo, para la confirmacion de este efecto se necesita medir la produccion de metano in
vivo.

En concordancia con el patréon de fermentacion in vivo, en la prueba in vitro la
monensina fue eficaz para reducir la produccién de gas y de metano. En contraste, el
procesamiento molido generé mayor cantidad de gas en comparacién con el maiz rolado a
pesar de que por el requerimiento de la técnica las dietas fueron molidas al mismo tamano
de particula; asi mismo, la produccion de metano no fue afectada por los procesamientos.

Los factores de estudio no tuvieron efecto las poblaciones de archaeas
metanogénicas. Esto indica que la reduccién de la produccién in vitro de metano por efecto
de la monensina no tiene relacion directa con cambios en la abundancia de estas
poblaciones.

Como se ha observado en otros estudios la monensina disminuyé el numero de
protozoarios por un efecto toxico directo. Asi mismo, el rolado también redujo el nimero de
protozoarios, lo cual podria estar relacionado con el bajo pH del liquido ruminal observado
a las cuatro horas. Un menor niumero de protozoarios podria resultar en menor digestion de
la fibra y en consecuencia menos produccién de acetato. Este efecto explicaria en parte la
disminucion de la sintesis de metano debido a una menor disponibilidad de gas H+.
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Abreviaturas y siglas usadas

L€ TTo =T | r= 0 T T P (Gg)
Diéxido de carbono (CO2)
Metano (CH.)
Oxido nitroso (N20)
Gases de efecto invernadero (GEI)
Materia organica (MO)
Materia seca (MS)
Hidrégeno (H2)
Nitrégeno (N)
Nitrégeno no proteico (NNP)
Digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS)
Cinética de produccion de gas (CPG)
Produccién total de gas (PTG)
Consumo de materia seca (CMS)
Concentracion total de AGV (AGVT)
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ANEXOS

Anexo 1 programa para ajustar el modelo no lineal (monomolecular) a los
datos de produccién de gas.

DATA PG;
INPUT REP TP PG Q@;
CARDS;

RUN;

PROC SORT DATA=PG;
BY REP TP;
RUN;

PROC NLIN DATA=PG BEST=100 MAXITER=50 G4SINGULAR METHOD=MARQUARDT
OUTEST=EST ; OUTPUT OUT=resultsl P=predy R=resid; BY REP;

TITLE 'MODELO MONOMOLECULAR';

PARAMETERS
Bl = 200 240
DELTA = .05 0.10 0.15 0.20;

E1=EXP (- (DELTA*TP)) ;

model PG= B1* (1-(E1l));

output out=nlinoutl predicted=pred 195M=195mean u95M=u95mean
195=195ind u95=u95ind Residual=RESID STDR=STDR STDP=STDP STDI=STDI;
run;

proc plot DATA=NLINOUT1; BY REP;

plot PRED*tp='*'/overlay vzero HZERO vpos=30 hpos=50;

plot RESID*PRED='*'/overlay vzero HZERO vpos=40 hpos=50;

run;
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Anexo 2. Fotografias de protozoarios ciliados con la tinciéon de verde brillante

Foto 100x de protozoario ciliado del género Entodinium.

Fotografia 40x de protozoarios ciliados, probablemente de la subfamilia Diplodiniinae.

Para hacer la identificacion a nivel de género se necesita aumento 450x y tinciones
diferenciales como azul de metileno o lugol (Dehority, 2005).
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Anexo 3 Fotografia de gel producto de reacciéon de qPCR.

1 Kb Plus DNA Ladder
bp

rol-

La fotografia muestra la imagen en negativo de un gel representativo donde puede verse el
producto amplificado de 160 pb en muestras problema de contenido ruminal por medio de
PCR en tiempo real. El fragmento amplificado corresponde a la secuencia del gen mcrA
que codifica la metil coM reductasa, enzima que cataliza la reaccion final de la
metanogénesis.
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