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INTRODUCCION

Se sabe que la adicién a la dieta de fuentes lipidicas de origen marino, como las microalgas,
altera la microbiota ruminal (Belenguer et al., 2010; Toral et al., 2012) y en consecuencia el
metabolismo de los acidos grasos insaturados (AGl) en el rumen. Las bacterias son los
principales microorganismos responsables de la biohidrogenacion ruminal (Lourencgo et al.,
2010) pero, aunque existen diversos trabajos basados en la aplicacion de técnicas
moleculares (mediante el andlisis del gen del ARNr 16S), persiste un gran desconocimiento
sobre los microorganismos concretos implicados en dicho proceso (Huws et al., 2011). Esto
es especialmente acusado en ovino, donde hay pocos estudios (Belenguer et al., 2010;
Toral et al., 2012) y no se ha empleado una técnica de secuenciacion de ADN de alto
rendimiento, como la pirosecuenciacion (Dowd et al., 2008).

Por ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar, mediante analisis de secuenciacion masiva
(pirosecuenciacion), el efecto de la inclusion de microalgas marinas en la dieta sobre la
comunidad bacteriana del rumen en ovejas lecheras.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de este experimento se utilizaron 11 ovejas adultas de raza assaf en
lactacién, que fueron distribuidas en dos grupos (de 6 y 5 animales), y asignadas a 2
tratamientos experimentales (dietas). Todas las ovejas recibieron ad libitum una dieta mixta
completa (relacion forraje:concentrado 40:60) que contenia 25 g de aceite de girasol’kg MS
y que estaba suplementada con 0 (control, C) o con 8 (MA) g de microalgas marinas (MA;
Market Biosciences Corp., EE. UU.)/kg MS. Tras un periodo de adaptacién de 20 dias, los
animales del grupo control continuaron con la misma dieta (C) durante los siguientes 54
dias, mientras que al resto se les oferto la dieta MA. Al final del experimento, tras el sacrificio
de las ovejas, se tomaron muestras de la digesta ruminal, que se almacenaron a -80°C y
posteriormente fueron liofilizadas.

El ADN microbiano se extrajo siguiendo el método descrito por Yu y Morrison (2004), con la
modificacion de una mayor temperatura (95°C) en la lisis celular. A partir de cada muestra
de ADN gendmico se amplificé un fragmento del gen del ARNr 16S bacteriano mediante
PCR, utilizando cebadores bacterianos universales (27f y 357r) etiquetados con
identificadores “multiplex”. Los amplicones fueron normalizados, mezclados y secuenciados
en un pirosecuenciador Roche 454 GS FLX Titanium (Roche, Brandford, EE. UU.),
analizandose las secuencias mediante el programa informatico QIIME (Quantitative Insights
Into Microbial Ecology; Caporaso et al., 2010). Las unidades taxonémicas operacionales
(OTU) fueron asignadas al 97% de similitud. La matriz de proporciones de las OTU se utiliz6
para construir un dendrograma, utilizando el método Ward’'s y las distancias Bray-Curtis,
mediante el programa R (www.r-project.org). Los porcentajes de cada OTU fueron
transformados (logqo) y sometidos a analisis de varianza con el procedimiento MIXED del
SAS (SAS Institute Inc., EE. UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION
El andlisis jerarquico de la matriz obtenida a partir de los porcentajes de cada OTU,
identificadas a nivel de género, muestra una separacion de la estructura de las comunidades
bacterianas en funcion de la dieta (Figura 1), ya que la mayor parte de las muestras de los
animales que recibieron la dieta C se agrupan conjuntamente y de forma separada a las de
las ovejas alimentadas con la dieta MA. Este efecto coincide con el observado en
experimentos previos mediante la técnica del polimorfismo de la longitud de los fragmentos
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terminales de restriccion (Belenguer et al., 2010; Toral et al., 2012).
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Figura 1. Dendrograma construido utilizando el método Ward'’s y las distancias Bray-Curtis
a partir de los datos de pirosecuenciacion del ADN microbiano de la digesta ruminal de
ovejas lecheras alimentadas con una dieta suplementada (MA) o no (C) con microalgas
marinas.

La técnica de pirosecuenciacién proporciona informacién taxonémica de un elevado nimero
de OTU (Dowd et al., 2008). En este caso, su utilizacion permitié obtener 57379 secuencias
(de media, 5216 por muestra) y realizar asignaciones taxonémicas a nivel de género, asi
como establecer a qué grupos bacterianos afectaron los tratamientos experimentales. Las
abundancias de algunas poblaciones relevantes se presentan en la Tabla 1. Las bacterias
del filo Bacteroidetes, uno de los grupos mayoritarios en el rumen, fueron claramente
dominantes (69%), seguidas por Firmicutes (21-26%) y Proteobacteria (1-6%). Ademas, la
abundancia de este ultimo grupo aumenté de forma significativa con la dieta MA (P<0,01), lo
que se debié a variaciones en especies de la familia Succinivibrionaceae. Esto podria indicar
que estos microorganismos no son inhibidos por los AGI de cadena larga de las microalgas,
0 que estan implicados en su metabolismo, ya que se ha sugerido que Succinivibrio
dextrinosolvens podria ser capaz de biohidrogenar (Tokoyama y Davis, 1970).

Tabla 1. Abundancias de diferentes poblaciones bacterianas (datos expresados como logqo
del % de todas las secuencias del ARNr 16S - valores no transformados entre paréntesis) en
muestras de ADN microbiano de la digesta ruminal de ovejas lecheras alimentadas con una
dieta suplementada (MA) o no (C) con microalgas marinas.

Taxonomia C MA EED P
Bacteroidetes 1,84 (69,2) 1.83(68,8) 0,032 NS
Bacteroidales (no clasificadas) 0,93 (8,55) 0,70 (5,35) 0,082 *
Porphymonodaceae 0,41 (2,66) -0,19(0,71) 0,109 ***
Prevotellaceae 1,69 (49,3) 1,72(53,0) 0,039 NS
Prevotella 1,69 (49,3) 1,72(53,0) 0,039 NS
Firmicutes 1,41 (25,9) 1,32(21,8) 0,058 NS
Lachnospiraceae 1,02 (10,6) 0,98(9,9) 0,055 NS
Other 0,70 (5,07) 0,59 (4,50) 0,121 NS
Butyrivibrio 0,41 (2,72) 0,43 (2,74) 0,077 NS
Ruminococcaceae 0,78 (6,24) 0,54 (3,92) 0,108 t
Other 0,34 (2,32) 0,04 (1,26) 0,129 *
Proteobacteria -0,08 (1,07) 0,68 (6,02) 0,215 **
Succinivibrionaceae -0,30 (0,76) 0,63 (5,71) 0,258 **

EED, error estandar de la diferencia; P, nivel de significacion del efecto de la dieta. NS=no
significativo; t=P<0,10; *=P<0,05; **=P<0,01.

Dentro de Bacteroidetes, el género Prevotella presentd una abundancia muy elevada (49-
53%), aunque no varid. En este filo se observaron descensos debido a la inclusién de MA en
la dieta en grupos de la familia Porphyromonadaceae (P<0,001) y en especies no
clasificadas del orden Bacteroidales (P<0,05). Algunas de estas especies podrian estar
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implicadas en el Ultimo paso de la biohidrogenacion (i.e., en la formacién de acido estedérico;
Huws et al., 2011), el cual suele ser inhibido por los lipidos de origen marino. También
podrian estar relacionadas con esta ruta metabdlica bacterias de la familia
Ruminococcaceae (Huws et al., 2011), cuya proporcién también disminuy6 con la presencia
de MA. Las principales bacterias cultivadas capaces de metabolizar los AGI pertenecen a la
familia Lachnospiraceae (Lourenco et al., 2010) y entre ellas se encuentran especies del
género Butyrivibrio, aunque estas no se vieron afectadas por el tratamiento (P>0,10).

En resumen, la adicion de MA a una dieta suplementada con aceite de girasol alterd, tal
como se esperaba, la estructura y composicion de la comunidad bacteriana. A diferencia de
estudios previos con otras técnicas moleculares, la pirosecuenciacion permitié detectar
todos los componentes de la comunidad bacteriana e identificar aquellas poblaciones
afectadas por las MA. Entre estas, y coincidiendo con estudios previos, parecen estar
algunas poblaciones implicadas en la biohidrogenacién ruminal (Bacteroidales,
Porphyromonadaceae, Ruminococcaceae) y otras que podrian estarlo (Proteobacteria).
Estos resultados refuerzan la hipétesis de que la microbiologia del metabolismo lipidico en el
rumen es mucho mas compleja de lo que sugerian los primeros estudios al respecto.
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PYROSEQUENCING STUDY OF THE RUMEN BACTERIAL COMMUNITY IN SHEEP FED
DIETS SUPPLEMENTED WITH MARINE ALGAE

ABSTRACT: Eleven assaf ewes in lactation were divided in two groups and used to
examine, using the pyrosequencing technique, the effect of the dietary inclusion of marine
algae (MA) on the structure and composition of the rumen bacterial community. Animals
received a total mixed ration based on alfalfa hay and a concentrate (F:C 40:60),
supplemented with 25 g of sunflower oil’kg dry matter (DM) plus 0 (Control) or 8 (MA) g of
MA/kg DM. After 54 days on treatments, animals were slaughtered and rumen digesta were
sampled for microbial analysis by 454 pyrosequencing. Addition of MA altered, as expected,
the bacterial community structure and composition. In particular, decreases in the abundance
of bacteria that have been previously suggested to be related to rumen biohydrogenation of
unsaturated fatty acids (Bacteroidales, Porphyromonadaceae and Ruminococcaceae) were
observed, whereas other species of the phylum Proteobacteria, particularly those of the
family Succinivibrionaceae, some of which can potentially biohydrogenate, showed an
increase. The use of pyrosequencing, a high throughput sequencing methodology, allowed to
establish the taxonomy of the bacterial populations affected by the addition of MA to a diet
supplemented with sunflower oil in sheep.

Keywords: lipid supplementation, molecular biology, rumen microbiota, sheep.
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