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INTRODUCCION

El uso de fermentadores de flujo continuo (FFC) para el estudio in vitro de la fermentacion
ruminal se ha extendido en las Ultimas décadas. Para considerarse una herramienta de
simulacién adecuada, los FFC deberian, entre otros aspectos, mantener las poblaciones
microbianas similares a las del rumen en cuanto a cantidad y diversidad (Warner, 1956). Sin
embargo, a pesar del gran interés que despiertan estas técnicas, muy pocos estudios (Slyter
and Putnam, 1967; Ziemmer et al., 2000) se han centrado en la capacidad de los FFC para
mantener una poblacion microbiana representativa del rumen como parte de la validaciéon.
Este trabajo pretende evaluar, mediante técnicas moleculares, la capacidad de los FFC para
mantener la biomasa y estructura bacteriana de las comunidades presentes en el rumen de
caprino. Ademas, con objeto de conocer la representatividad de las fracciones bacterianas
utilizadas cominmente como referencia en la estimacién del flujo de N al duodeno, la
evaluacion de la estructura microbiana se extiende también a bacterias asociadas a soélido
(BAS) y liquido (BAL) aisladas de los sistemas in vivo e in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Cuatro cabras de raza granadina (46,3 + 2,96 kg PV) canuladas en rumen y cuatro
fermentadores de flujo simple continuo (FFSC, Miettinen y Setéla, 1989) reciben cuatro
dietas constituidas por un forraje (heno de gramineas o de alfalfa) y un concentrado en alta
(70%) o baja (30%) proporcion. Los animales se adaptan a las dietas durante 17 dias, tras
los cuales se toma una muestra de 50 mL del contenido del rumen. El dia 22 se obtiene
aproximadamente 1L de contenido ruminal de cada animal para aislar fracciones
bacterianas (Martin-Orué et al., 1998) asociadas a liquido (BAL) y sélido (BAS). El sistema
in vitro, fue inoculado con liquido ruminal de las cabras que recibieron las mismas dietas
experimentales durante 21 dias. Tras un periodo de adaptacion de 8 dias a las condiciones
in vitro, se toman alicuotas de 1,5 ml del contenido del fermentador. El dia 12 se recoge el
contenido total del fermentador (1000 mL) para aislar BAL y BAS de igual manera que in
vivo. Tras la congelacion (-20° C) y liofilizacion de las muestras, se extrae su ADN mediante
una combinacién de métodos mecanicos (Minibeadbeater™) y quimicos (QUIAGEN QIAmp
DNA stool mini kits). Para la caracterizacién bacteriana mediante la técnica ‘terminal
restriction fragment length polymorphysm’ (T-RFLP), se amplifica el ADN extraido con
primers universales de bacterias que utilizan como diana la fraccién 16S del ADNr, uno de
ellos marcado con cianina (Hongoh et al., 2005) utilizdndose un termociclador programado a
25 ciclos. El producto de la PCR purificado se digiere por separado con 4 enzimas de
restriccion (Haelll, Hhal, Mspl y Rsal). Los extremos terminales marcados de los fragmentos
resultantes de la digestion se detectan en columna capilar mediante fluorescencia y se
calcula el tamafo de estos por comparacion con el tiempo de retencién electroforético de un
estandar de ADN incluido en la muestra. El patron de picos resultante se analiza mediante el
programa CAP 4 (Community Analysis Package V.4.1.3 ®Pisces Conservation) utilizando
como algoritmo el método estadistico de ordenacion MDS. Ademés, a partir de la
abundancia relativa de cada fragmento en el patron de picos se obtiene el indice de
diversidad de Shannon (Shannon y Weaver, 1963). Para la cuantificacion de bacterias
totales mediante g-PCR se utilizan primers universales de bacterias (McSweeney and
Denman, 2007) y un termociclador con detector de fluorescencia (DNA Engine Opticon®
System) que efectla una amplificacion de 40 ciclos. Los estandares se obtienen mediante la
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extraccion de ADN de una mezcla de cultivos puros (incubacion 24 h) de 17 cepas de
bacterias ruminales.

RESULTADOS Y DISCUSION

La diversidad y abundancia de bacterias (Tabla 1) observados en el contenido del rumen de
cabras y de fermentadores de flujo simple continuo (FFSC) es similar (P = 0.14) en el
presente estudio, lo cual es suficiente segun algunos autores (Strobel et al., 2008) para
concluir que los FFSC son un modelo adecuado para mantener las comunidades
microbianas del rumen. Sin embargo, ya que similar diversidad bacteriana no implica
necesariamente similitud en la estructura, la validacion de los FFSC deberia profundizar en
la composicién bacteriana. En este sentido, el andlisis multidimensional escalar (MDS)
llevado a cabo sobre los resultados obtenidos mediante t-RFLP de muestras in vivo e in vitro
(Figura 1) muestra una clara separacion espacial de las mismas en funcién de su origen, lo
que sugiere una estructura diferente de las comunidades bacterianas en ambos sistemas.
Esta observacion esta en desacuerdo con los resultados de comparaciones previas FFC vs.
rumen utilizando técnicas clasicas de cultivo (Slyter and Putnam, 1967), aunque el nimero
de especies identificadas en dicho estudio (17 especies) limita la comparacion con los
resultados del presente trabajo (alrededor de 180 alelos diferentes por enzima de restriccién
en toda la poblacion). En otra comparacion FFC vs. rumen (Ziemmer et al., 2000) utilizando
sondas de ADN ribosémico, se observaron grandes diferencias entre ambos sistemas dentro
del grupo de bacterias gram positivas (las cuales constituyen aproximadamente la mitad del
total en ese estudio). Numerosos factores pueden estar implicados en las diferencias
encontradas entre rumen de caprino y FFSC: diferentes tasas de dilucién de los FFSC con
respecto a la que ocurre en animales, una falta de representatividad de la estructura
bacteriana en el inoculo de partida (filtrado de contenido ruminal) y una ausencia de
protozoos en los FFSC (Ozutsumi et al., 2005). En cuanto a las posibles diferencias entre
BAS y BAL del rumen y de FFSC, el MDS muestra una estructura de la comunidad
bacteriana distinta entre dichas fracciones y el contenido tanto en rumen como en FFSC. In
vitro, ademas se observa que las BAL y BAS se agrupan en funcion del nivel de concentrado
de las dietas, lo que podria estar influido por el menor pH (P < 0.05) alcanzado en los FFSC
alimentados con dietas altas en concentrado. Ademas este pH mas bajo podria explicar
igualmente la menor (P < 0.05) diversidad (indice Shannon) encontrada en los FFSC con
dietas altas en concentrado. Las posibles causas que expliquen las diferencias en ambos
tipos de muestras (contenido vs. BAL-BAS) con mismo origen (animal-fermentador) pueden
deberse a una pérdida de algunos grupos bacterianos durante el aislamiento y a la
representatividad de las muestras recogidas del contenido del rumen y de FFSC.
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Tabla 1. Efecto del origen (rumen-fermentador) y del nivel del concentrado (bajo-alto) en la
dieta sobre los valores medios de pH, indice de Shannon y bacterias totales (Bt).

Parametros' Rumen Fermentador Valor P
CB®> CA* CB CA EEM* o° c® OxC
pH 6.33° 6.22° 597° 5.79° 0.034 <0.001 0.15 0.94

indice Shannon 3,38 3,40° 3,44° 3,13° 0.030 0.14 0.02 0.02

Bt, ng ADN/uL

extracto 78,8 93,8 76,0 76,5 9.6 0.61 0.69 0.71
#¢ Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P < 0,05)
" Observaciones, n = 4; 2 CB = nivel de concentrado bajo; ® CA = nivel de concentrado alto; * EEM = error
estandar de la media; ° 0 = efecto del origen; 6 C = efecto del nivel de concentrado.
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Figura 1. Analisis multidimensional escalar (MDS) del patron de picos obtenidos mediante
T-RFLP de muestras procedentes de bacterias asociadas a la fase liquida (BAL) y a la fase
solida (BAS) in vivo (Vv) e in vitro (V1) y de contenido del rumen y fermentadores de flujo
simple continuo alimentados con las mismas dietas experimentales (GA = 70% heno de
gramineas + 30% concentrado; GB = 30% heno de gramineas + 70% concentrado; AA =
70% heno de alfalfa + 30% concentrado; AB = 30% heno de alfalfa + 70% concentrado). o =
contenido del rumen; £ = bacterias aisladas in vivo; B = contenido de los fermentadores; &
= bacterias aisladas in vitro.

MOLECULAR STUDY OF BACTERIAL COMMUNITIES IN THE RUMEN OF GOATS AND
IN SINGLE-FLOW CONTINUOUS-CULTURE FERMENTERS.

ABTRACT: Four rumen cannulated goats and 4 single-flow continuous culture fermenters
(SFCCF) fed the same diets were used to characterize and quantify by terminal restriction
fragment length polymorphism (T-RFLP) and real time PCR (qPCR), respectively, bacterial
communities present in the contents as well as in the liquid (LAB) and solid (SAB) associated
bacteria pellets. Shannon index and total bacteria concentration were similar (P = 0.14) in
rumen and SFCCF samples. However the bacterial community structure elicited by
multidimensional scaling (MDS) analysis showed differences between both types of samples,
probably caused by different conditions in the in vitro system compared to in vivo: dilution
rate and the lack of protozoa population. Differences between samples from the same
system (contents vs. LAB-SAB) were also evidenced by MDS, which might be a result of
losses through the isolation process or different representation achieved by the sampling
procedures. In vitro, differences in LAB or SAB between fermenters fed high or low
concentrate diets were also observed, and this may be caused by lower (P < 0.05) pH
reached in SFCCF fed high in comparison to low concentrate diets.
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