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INTRODUCCION

En rumiantes, la produccion de metano (CH,) representa una pérdida de entre el 2 y el 12%
de la energia bruta ingerida (Johnson y Johnson, 1995). En particular, en los animales
lactantes de alta produccién, se estima que la produccién de metano constituye una pérdida
de alrededor del 6% (Tamminga et al., 2007). Se han utilizado varias estrategias nutritivas
para reducir las emisiones de metano en rumiantes, aunque hasta ahora con una aplicacion
limitada en el sector lechero. Por otro lado, se han testado in vitro varios compuestos con el
potencial de modificar la fermentacién del rumen a través de la manipulacion del ecosistema
microbiano, pero muy pocos se han utilizado con éxito in vivo y casi ninguno en animales en
lactacién (McAllister y Newbold, 2008). Uno de los mayores problemas del uso de aditivos
antimetanogénicos in vivo esta relacionado con la degradacion de los compuestos activos
por los microorganismos del rumen o con la adaptacion de la microbiota del rumen al
tratamiento (Hart et al., 2008). Ademas, Zhou et al. (2009) sugieren que mas que el nimero,
es la composicion de especies metanogénicas presentes en el rumen lo que determina la
metanogénesis del animal.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la administracion de un
compuesto, con probada actividad anti-metanogénica (Abecia et al. 2012), en la dieta de
cabras lactantes sobre la comunidad de arqueas del rumen mediante piro-secuenciacion.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 18 cabras de raza murciano-granadina (43+1,7 kg de peso vivo) alojadas en
habitaculos individuales en un establo alimentadas con heno de alfalfa y concentrado. Tras
el parto se establecieron al azar 2 grupos experimentales de 9 cabras cada uno. Al grupo de
cabras positivas (Pos) se le suministr6 durante el periodo de lactacion de las crias (8
semanas) un hidrocarbono alifatico halogenado, denominado bromoclorometano (BCM),
envuelto en una matriz de a-ciclodextrina (May et al., 1995) en forma de polvo blanco con
una riqueza en BCM de 10-12%. El preparado de BCM se administr6 a una dosis de 0,30
g/100 kg PV dos veces al dia. Al grupo de cabras control (Neg) no se le suministré ningun
aditivo. Se tomaron muestras del contenido ruminal mediante sonda esofégica en la semana
8. Tras la extracciéon de ADN total (QlAamp DNA Stool Kit), se amplifico la region
hipervarible V6 del gen ARNr 16S de arqueas (set de primers: 958F and 1048arcR-major,
Galand et al., 2009). Los amplicones fueron purificados (AMPure XP Kit) y la libreria
cuantificada en un BioAnalyser 2000 (Agilent). Las muestras fueron secuenciadas en un
equipo Roche 454 FLX Titanium siguiendo el protocolo del fabricante. Los resultados se
analizaron con el programa Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME, v1.5.0)
(Caporaso et al., 2010) y para corregir los errores de homopolimeros se utilizd el programa
Acacia (v1.52) (Bragg et al., 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

BCM es uno de los inhibidores de metano mas eficientes, reduciendo su produccion
interfiiendo con la coenzima metil transferasa cobamida-dependiente en la ruta de la
metanogeneis (Chalupa et al., 1977). El tratamiento de estos animales con este compuesto
resultd en un descenso significativo de la producciéon de metano de un 30 % (21,6 vs. 14,4.
I’kg MS ingerida) tal y como se muestra en Abecia et al. (2012).

El analisis taxonémico de la comunidad de arqueas (Figura 1A) utilizando el clasificador
BLAST revelé que la adicion de BCM modificé la abundancia relativa de la familia
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Methanobacteriaceae. En concreto el género Methanobrevibacter incremento de 87 % a
92% al tratar con BCM. Como resultado, el género Methanosphaera decrecié en proporcion
tras el tratamiento con BCM (de 11.6 a 7.6 %). Respecto a la familia Methanosarcinaceae, el
tratamiento afecto al género Methanimicrococcus que desaparecié en el rumen de los
animales tratados.

El dendrograma de la Figura 1B confirma que la variacién en la distribuciéon de los distintos
grupos de arqueas hace que las comunidades en las cabras control (Neg) y tratadas (Pos)
sea diferente, puesto que estan agrupados claramente en dos clados filogenéticamente muy
distantes.

Las arqueas metanogénicas son un grupo diverso y complejo que aun es bastante
desconocido. El desarrollo reciente de técnicas moleculares ha llevado a la identificacion de
un rango amplio de especies de la comunidad metanogénica y que en la actualidad no han
logrado cultivarse en el laboratorio, como muestra la bibliografia reciente. Kim et al. (2011)
describié que Methanobrevibacter, Methanomicrobium y Methanosphaera representaban el
50, 15y 13 % de las secuencias totales analizadas del rumen mediante coleccion de clones,
respectivamente. Por el contrario, en el estudio posterior de Lee et al. (2012) casi todas las
secuencias de arqueas formaron un nuevo linaje filogenético distinto de los conocidos como
metanogenicos hasta el momento y por ello casi todas las secuencias de arqueas fueron
categorizadas como genero sin clasificar. Sin embargo estos resultados difieren con trabajos
previos que mostraban que Methanobrevibacter sp. o miembros de la familia
Methanobacteriaceae son los que representan la mayoria de los grupos presentes en el
rumen. Esto indica que todavia queda un gran campo por investigar. En cualquier caso, el
andlisis de las secuencias realizadas en este trabajo muestra un predominio del grupo
Methanobrevibacter.

Mitsumori et al. (2012) concluyeron que la metanogénesis en cabras tratadas con BCM se
inhibié en un 80%, incrementando la concentracion ruminal de H, sin afectar la ingestién de
materia seca ni la digestibilidad del alimento. La respuesta al BCM de las distintas especies
de arqueas parece estar determinada por la presiéon parcial de H, en el ambiente ruminal
como resultado de la inhibicién de la metanogénesis. Aunque a nivel de estructura se
observa una clara diferencia en la distribucion de especies presentes en cada ambiente
ruminal, el tamafo de amplicon utilizado en este trabajo no nos permite llegar a nivel de
especie, lo que limita las conclusiones de este trabajo.

Los resultados de este trabajo (en conjuncién con lo publicado en Abecia et al. 2012),
muestran que la inhibicién selectiva de algunos grupos de arqueas esta detras de la
reduccién de la produccién de metano en el rumen y que en condiciones en que la presion
parcial de H, se incrementa, otros grupos ocupan ese nicho sin afectar a la funcionalidad del
rumen.
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Figura 1. A) Abundancia relativa (% de secuencias) en el contenido ruminal de las hembras
tratadas (Pos) o no (Neg) con bromoclorometano durante el periodo de lactacion al destete
B) Dendrograma representando la similitud de la comunidad metanogenica de arqueas en el
rumen de las hembras al destete.

STUDY OF THE ARCHAEAL COMMUNITY IN THE RUMEN OF GOATS AFTER
NUTRITIONAL INTERVENTION WITH ANTI-METHANOGEN COMPOUND DURING
LACTATION PERIOD BY PYRO-SEQUENCING

ABSTRACT: Several technologies have been tested to reduce enteric methanogenesis, but
very few have been successfully used in practical conditions for livestock. Furthermore, the
consequences of reducing rumen methane production on animal performance and milk
quality are poorly understood. The aim of this work was to investigate the effect of feeding
bromochloromethane (BCM), a halogenated aliphatic hydrocarbon with potential
antimethanogenic activity, to dairy goats on rumen archaea community by pyrosequencing.
Sixteen goats giving birth two kids were used. Eight goats were treated (Pos) with
bromochloromethane after giving birth over the lactation period. The other 8 goats were not
treated (Neg). Rumen samples from goats were collected from both experimental groups at
weaning (8 weeks). Nutritional intervention with BCM affected the structure of methanogenic
archaea species. Relative abundance of the family Methanobacteriaceae was modified with
BCM. The genus Methanobrevibacter slightly increased and Methanosphaera decreased in
Pos compared to Neg. Further research is needed in this field.

Keywords: bromochloromethane, ruminal colonization, goat, methanogens.
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