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RESUMEN

PARAMETROS DE FERMENTACION RUMINAL Y DINAMICA DE LA
MICROBIOTA RUMINAL IN VITRO BAJO LA INFLUENCIADE TIMOL Y
CARVACROL
POR:

M.V.Z. Alejandro Castafieda Correa
Maestria en Ciencias
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Area Mayor: Nutricién Animal
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autbnoma de Chihuahua
Presidente: D.Ph. Agustin Corral Luna

Dos aceites esenciales (AE), timol (T) y carvacrol (C), fueron usados en
seis proporciones (100:00, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80 y 00:100), a una dosis de
0.2 g-L* de medio de cultivo, para evaluar su efecto sobre la produccion total de
gas (PTG), metano (CHa4), degradabilidad in vitro de la MS (DIVMS), dinamica
poblacional de bacterias metanogénicas y bacterias totales del rumen bovino en
condiciones in vitro. Para evaluar estas variables, se realizd6 una incubacion
utilizando medio ruminal bovino por 24 h. Al finalizar la incubacién, se determiné
la PTG, CHs4 y DIVMS. Los resultados finales de estas tres variables fueron
desviados con respecto al control para obtener el porcentaje de cambio debido
al tratamiento. Posteriormente, se llevd a cabo la extraccion de ADN de los

microorganismos ruminales, se realizé la PCR-DGGE y se analiz6 la dinamica



de las poblaciones de bacterias ruminales. De manera general, el tratamiento
con la mayor concentracion de T provocO una mayor tasa de cambio en la
produccion de CHs4, y se observdé una tendencia a disminuir linealmente
conforme la concentracion de T se redujo en el AE. Se observé que la poblacion
de bacterias totales mostré una ligera variacion en su estructura (Dsc=88.1), el
cual indica la similitud entre una muestra tomada con respecto a una muestra
de referencia. No se observaron efectos sobre la PTG, DIVMS vy poblacién de
bacterias metanogénicas (Dsc=96.1). ElI T fue el compuesto que mayor efecto
mostré sobre produccion de CHs4 y modificando ligeramente las poblaciones de
bacterias totales. Sin embargo, no afecta la PTG, la DIVMS vy las poblaciones

de bacterias metanogénicas.



ABSTRACT

RUMINAL FERMENTATION PARAMETERS AND RUMINAL MICROBIOTA
DYNAMICS IN VITRO UNDER THE INFLUENCE OF THYMOL AND

CARVACROL

By:
M.V.Z. Alejandro Castafieda Correa

Two essential oils (EO), thymol (T) and carvacrol (C) were used in six
ratios (100:00, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80 and 00:100) to a dose of 0.2 g-L* of
media to evaluate its effect on total gas production (TGP), methane (CHa4), In
vitro dry matter digestibility (IVDMD), and population dynamics of methanogenic
bacteria and total bacteria under in vitroconditions. The incubation was carried
out using bovine ruminal media for 24 h. After this, TGP, CH4 and IVDMD were
evaluated. Then, DNA was extracted from ruminal microorganisms and PCR-
DGGE was performed. Finally, bacterial population dynamics from rumen was
analyzed. Generally, the addition of T and C decreased (P <0.05) linearly
CHaproduction, as the concentration of C was incremented. It also was
observed that the population of total bacteria showed a slight variation in
structure (Dsc=88.1%), which indicates the similarity between a taken sample
relative to a reference sample. However, no effects were observed in TGP,
IVDMD and methanogenic bacteria populations (Dsc=96.1%). The influence of T
and C in a 0.2 g-L? dose decrease linearly methane production and modifies
total bacterial populations. However, it does not affect TGP, IVDMD and

methanogenic populations.
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INTRODUCCION

La metanogénesis es un proceso metabdlico en el cual se produce el
CH4 y es realizado por bacterias metanogénicas. Este proceso implica la
reduccion de metabolitos como CO2 e Hz a CHa, el cual no puede ser utilizado
por el rumiante. De esta manera, las bacterias metanogénicas mantienen baja
la presion parcial de H* en el rumen (Anderson y Rasmussen, 1998). La
metanogénesis ruminal representa pérdidas del 3% en dietas a base de
concentrado, mientras que en aquellas a base de forrajes se pierde hasta el
12% de la energia total consumida (Johnson y Johnson, 1995), lo cual
representa pérdidas econdmicas en la produccion animal. Ademas, el CHsha
sido reconocido como un gas con efecto invernadero (GEI).

Para mitigar el impacto econémico y ambiental de la produccién de CHs a
partir de los rumiantes, se han usado algunos compuestos quimicos, dentro de
los que destacan: anabdlicos, ionéforos, probidticos (levaduras y bacterias) y
antibiéticos. Sin embargo, debido a que se ha detectado la presencia de
residuos de estas Ultimas sustancias en la carne y la leche y de la aparicion de
cepas bacterianas resistentes, la Union Europea prohibié su uso en animales
para consumo humano. Como alternativa viable, se investiga el efecto de
metabolitos que se encuentran en las plantas, llamados aceites esenciales
(AE). El interés por el estudio de los AE se basa en que existe evidencia de que
promueven el crecimiento mediante la modificacion de la metanogenesis

ruminal.



Se ha observado que los aceites esenciales de Origanum vulgare (AEO),
timol (T) y carvacrol (C), son capaces de modificar la fermentacion ruminal y
disminuir la produccion de CHain vitro(Patra y Yu, 2012).La adicion de AEO in
vitro en dosis de 1.0 g-L* disminuye la metanogénesis hasta en un 87% (Patra 'y
Yu, 2012); sin embargo, se ha observado que la digestibilidad aparente de la
materia seca (DAMS) y fibra detergente neutro (FDN), la concentracion de
bacterias metanogénicas, protozoarios y bacterias celuloliticas se disminuye
linealmente a medida que se incrementa la dosis de 0.25 g-L* hasta 1.0 g-L* de
AEO(Patra y Yu, 2012). Otro estudio reciente reporta que la adicién de dosis
mayores a 0.2 g-L* de T y C disminuyen la produccién total de gas (PTG), la
digestibilidad in vitro de la materia organica (DIVMO) y la FDN (Kamalak et al.,
2011). Sin embargo, el uso combinado de T y C no se ha investigado; ademas,
aun no se determina una dosis 6ptima que disminuya la produccién de CHas sin
afectar los parametros de fermentacién ruminal. Es posible que ambos
metabolitos ejerzan un efecto sinérgico sobre la metanogénesis.

Por lo tanto, el objetivo fue evaluar distintas proporciones de Ty C a una
dosis de 0.2 g-L* sobre la produccién de CHas, degradabilidad de la materia
seca, asi como la diversidad de las poblaciones de microorganismos ruminales

bajo condiciones in vitro.



REVISION DE LITERATURA

Gases con Efecto Invernadero

El aumento en la temperatura del planeta y el consecuente cambio
climatico, han sido resultado de la emision de gases con efecto invernadero
(GEI; Vijaya VenkataRaman, 2012). Los GEI de mayor importancia con
respecto a su produccién y su contribucion al cambio climatico son el vapor de
agua (36-70%), COz2 (9 — 26%), CH4 (4 — 9%), y N20 (3 — 7%).

El CHses considerado el segundo gas responsable del calentamiento
global (Xiaoli et al., 2010) debido a que posee un potencial para atrapar los
rayos solares 20 veces mayor al CO2 (EPA, 2010). El CH4 se produce a través
de dos vias, la natural y la antropogénica (Vijaya VenkataRaman, 2012). Las
fuentes naturales son: pantanos (Li et al., 2010), termitas, incendios forestales
(Mackie y Cooper, 2009), pastizales (Jones et al., 2005), lagos (Makhov, 1999)
y yacimientos de carbén (Ozdemir, 2009),y las fuentes antropogénicas son los
drenajes (Raco et al., 2010), plantios de arroz (Zhang et al., 2009), minas de
carbon (Su et al., 2011), procesamiento de gas y petréleo (Wang et al., 2011),
plantas tratadoras de agua (Shahabadi et al., 2010), manejo de estiércol (Park
et al.,, 2011) y fermentacién entérica a partir de los rumiantes (Brown et al.,
2011). Se estima que el ganado productor de leche desperdicia hasta un 6.5%
de CHa (IPCC, 2006), lo que representa aproximadamente 18 g de CHas-kg* de
MS consumida por una vaca con una produccion de 6,270 kg de leche en

promedio por lactancia (Banink et al., 2011).



Efecto Invernadero

Este es un mecanismo mediante el cual el planeta mantiene la
temperatura constante (Barry y Chorley, 2003). Sin él, la tierra estaria 33°C por
debajo de la temperatura normal (Rivera, 1999). Este efecto inicia con la
emision de luz en forma de radiaciones de onda corta (ultravioleta) desde el sol,
las cuales viajan en el espacio hasta llegar a la atmdésfera. Una parte de esta
radiacion es reflejada de regreso hacia el espacio exterior por la superficie
brillante de las nubes, mientras que otra parte penetra la atmdsfera hasta llegar
a la superficie terrestre, ya que las moléculas de aire (N2 y O2) no son capaces
de retener las radiaciones de onda corta. De la radiacion que logra llegar hasta
la superficie terrestre, una parte es reflejada hacia el espacio exterior y otra es
retenida en la superficie en forma de calor (Rusell, 2007). Ademéas de la
radiacion de onda corta, la superficie terrestre también refleja la radiacion de
onda larga (infrarroja), que de igual manera tienen su origen desde el sol. Estas
radiaciones son captadas por moléculas de CO2, CH4, NO2, clorofluorocarbonos
y vapor de agua que se encuentran en la atmdésfera. Estas moléculas reflejan
los rayos ultravioleta e infrarrojos hacia la tierra mediante su vibracion
(Gardufio, 1998), conservando de esta manera dentro de la atmdsfera los rayos
solares de ambos tipos y, consecuentemente, aumentando la temperatura del
planeta (Bonilla y Lemus, 2012). En la Figura 1, se muestra el mecanismo de

efecto invernadero.



70% se regresa
al espacio
30% se refleja como
en un espejo
El CO2 si absorbe el
infrarrojo y el aire se calienta
mas del doble al contacto
con el suelo que por la luz
directa del sol

20%
calienta el
aire

Infrarrojo

Figura 1. Mecanismo del efecto invernadero.
Fuente: Caballero et al.(2007)



Metanogénesis Ruminal

La metanogénesis ruminal es una via metabdlica en la que tiene lugar la
sintesis de CHa4 (Blaut, 1994). El CH4 es sintetizado en el tracto gastrointestinal
por un grupo especifico de bacterias, las cuales pertenecen al dominio Archaea
llamadas metanogénicas (Liu y Whiteman, 2008). Sin embargo, existen otros
grupos de microorganismos que intervienen en la produccidon de este
compuesto y que se encuentran estrechamente relacionadas con las bacterias
metanogénicas, ya sea para facilitarles un ambiente adecuado o proveyendo los
sustratos necesarios para la produccion de CHs, por ejemplo las bacterias
fibroliticas, que participan en la transformacion de la materia organica hasta
AGV’s, CO2 y Hz, (Morgavi et al., 2010). Ademdas, se ha observado que
microorganismos tales como los hongos y los protozoarios también estan
intimamente asociados con las bacterias metanogénicas (Williams et al., 1994).
De esta manera, los protozoarios cumplen un papel importante en la
metanogénesis, debido a que participan en la transferencia interespecie de Hz,
siendo estos productores y donadores de Hz (Blaut, 1994), el cual es utilizado
para la reduccion del COz2a CHas por las bacterias metanogénicas. Esta accion
contribuye a mantener baja la concentracion de Hz y a la vez impide que la
fermentacion ruminal se detenga (Kong et al., 2012).

La metanogénesis constituye el ultimo paso en la fermentacion de la
materia organica, siendo el CO:2 el sustrato mas utilizado en la sintesis de CHa4
(Blaut, 1994). El formil-metanofurano (CHO-MF) es el primer compuesto

metanogénico estable, su sintesis es llevada a cabo por la enzima formil-



metanofurano deshidrogenasa. En esta reaccion estan involucrados el COz2, el
metanofurano (MF) y el Hz. La sintesis del siguiente compuesto, el metenil—
tetrahidrometanopterin (CHO-H4MPT) estd a cargo de la enzima formil
transferasa. La funcion de esta enzima es retirar el grupo CHO para integrar en
su lugar el grupo HaMPT. En seguida, CHO — H4aMPT sufre dos reducciones. La
primera de ellas esta a cargo de la enzima metileno-tetrahidrometanopterin
deshidrogenasa para producir metileno-tetrahidrometanopterin (CH=H4sMPT), y
la segunda de ellas es una reaccion de reduccion reversible catalizada por la
enzima metileno—tetrahidrometanopterin reductasa, la cual produce metil—
tetrahidrometanopterin  (CH2=H4MPT). Ambas reacciones de reduccion
dependen de la coenzima F420 como fuente de H*. A continuacion, el grupo CH2
del metil-H4MPT, es transferido a la coenzima M para obtener metil-coenzima
M (CH2=CoM). Esta reaccion esta catalizada por la enzima metil transferasa.
Por ultimo, toma lugar la reacciéon en la que se sintetiza al CHa. Lo que sucede
en esta reaccion es la reduccion del CH2=CoM, en la que la enzima metil—

coenzima M reductasa sintetiza al CH4 (Figura 2).

Factores que Influyen en la Metanogénesis Ruminal

Algunos factores identificados como modificadores de la metanogénesis
son el consumo de MS, tasa de pasaje, la proporcion entre el forraje y el
concentrado y el procesamiento de los ingredientes. Existe una relacion
estrecha entre la metanogénesis ruminal y el consumo de materia seca, ya que
en animales con un alto consumo, la metanogénesis ruminal tiende a aumentar,

sin embargo, también influyen otros aspectos como las caracteristicas fisico—
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Figura 2. Mecanismo de la metanogénesis ruminal.
Fuente: Ferry, (2012)



guimicas del alimento, las cuales impactan sobre el consumo y la frecuencia de
alimentacion (Montenegro y Abarca, 2000). En este sentido, Moss et al. (2000)
mencionan que también existe una relacion estrecha entre la tasa de pasaje y la
metanogénesis. Esto significa que a medida que aumenta la tasa de pasaje, la
metanogénesis ruminal disminuye alrededor de un 30%.Sin embargo, resulta
complicado medir la tasa de pasaje debido a que el tamafio de particulas difiere
dentro del rumen, por lo tanto pasan a través del rumen a tasas distintas (Van
Soest, 1994). Por otro lado, la proporcion entre forraje y concentrado influye
sobre la metanogénesis ruminal. Por ejemplo, la adicion del 90% de
concentrado a la dieta trae como consecuencia una disminucion de 6.86 a
6.22en el pH ruminal, pH en el que la metanogénesis disminuye. Este efecto se
debe posiblemente a la competencia entre la produccién de propionato y la
metanogénesis por el H, del medio (Russell, 1998). Por ultimo, procesos tales
como la molienda o el peletizado de los ingredientes también influyen de
manera negativa sobre la metanogénesis. Esto puede deberse a que el menor
tamafio de particula del alimento promueve una mayor tasa de pasaje y, por lo

tanto, menor tiempo para la metanogénesis en el rumen (Johnson, 1995).

Estrategias para Mitigar la Produccion de CHs4 Entérico

Inoculacion ruminal de bacterias acetogénicas. Durante la
fermentacién de los alimentos en el rumen, se producen iones H* y otros
compuestos simples (Morgavi et al.,, 2010). Ahi existen poblaciones de
microorganismos llamados hidrogenoétrofos, tales como las bacterias

metanogénicas y acetogénicas que utilizan estos iones en su metabolismo. De



no existir estos microorganismos, la reoxidacion de coenzimas reductoras como
el NADH* no seria posible, el lactato se acumularia (Wolin et al., 1997), el
crecimiento bacteriano se reduciria (Joblin, 1999) y, finalmente, la fermentacion
ruminal se detendria (Kong et al., 2012).Por lo tanto, para que la fermentacién
del alimento se desarrolle de manera normal, los microorganismos
hidrogendtrofos se encargan de mantener baja la presion parcial de Hz en el
rumen mediante el consumo de iones H*, ya sea para la produccion de CHa4 o
de acetato (Joblin, 1999), por lo que ambos grupos compiten naturalmente por
estos iones. La inoculacién ruminal de bacterias acetogénicas ayudaria a
reducir la emision de CHa4, poniendo fuera del alcance de las bacterias
metanogénicas el Hz libre; sin embargo, estas bacterias no son capaces de

proliferar cuando son inoculadas dentro del rumen (Lopez et al., 1999).

Compuestos no Naturales

Nitrocompuestos. Los nitrocompuestos son sustancias quimicas de
bajo peso molecular que contienen grupos nitrogenados. Se obtienen a partir de
la industria como residuos quimicos o de manera natural a partir de las plantas
de Astragallus, Coronilla e Indigofera (Smith y Anderson, 2013). Se ha
comprobado en estudios in vitro e in vivo que estos compuestos tienen efecto
bactericida sobre bacterias patégenas tales como Campylobacter sp.,
Salmonella sp., E. coli 0157:H7 y Shigella sp., incluso son capaces de disminuir
la produccion de CHs4 a partir de las bacterias metanogénicas (Smith vy
Anderson, 2013). En este sentido, los nitrocompuestos utilizados para estos

propésitos son nitroacidos, nitroalcoholes y nitroalcanos. Ejemplos de este



altimo grupo son el 2-nitroetanol, 2-nitro-1-propanol, 3-nitro-1-propionato y
nitroetano (Gutiérrez-Bafiuelos et al., 2008).

En un estudio in vivo para observar el efecto del nitroetano (0, 30, 60 y
120 mg-kg? de PV por dia) en becerros Holstein sobre la emision de CHa, el
consumo de MS vy los parametros de fermentacién ruminal, se observé que el
consumo de MS disminuy6 en forma cuadratica conforme aumenté la dosis,
determinandose en las dosis de 60 y 120 mg-kg™* de PV diario una reduccién
del 14 y 7%. La emision de CHa disminuyo en forma lineal a medida que la
dosis de nitroetano aumentd. Esta disminucion representa un 22% de la energia
total consumida y hasta un 26% de la emision diaria (Brown et al., 2011).
Ademas, la concentracion total de AGV’'s no fue afectada por la adicién de
nitroetano; sin embargo, la proporcion acetato:propionato tendié a disminuir
linealmente conforme incremento la dosis(Brown et al., 2011).

Existe poca informacion acerca de la seguridad y el destino de los
nitrocompuestos en el animal y el medio ambiente, por lo que debe continuar su
investigacion para obtener productos confiables e inocuos. Ademas, no hay
evidencia acerca del uso denitrocompuestos disponibles en el mercado (Brown

y Anderson, 2013).

Compuestos Naturales

lono6foros. Los ionoforos, como la monensina sodica y la lasalocida, son
poliéteres carboxilicos producidos de forma natural a partir de la cepa
Streptomyces cinnamonensis. Estos compuestos reducen la incidencia de

enfermedades metabolicas y las causadas por patdogenos en el ganado de



engorda (Callaway, 2003), aumentan la producciébn de propionato,
disminuyendo la poblacion de bacterias Gram—positivas (Russell y Strobel,
1989), disminuyen la produccion de NH4 y reducen la produccion de CHa4 entre
4y 31% (Rumpler et al., 1986). Estos efectos se deben a que en la estructura
quimica del iono6foro se encuentran grupos polares con oxigeno como el COO™ y
OH" (Pressman, 1976). Por tanto, los ion6foros se unen mediante puentes de
hidrégeno, interacciones carga-carga y fuerzas de Van der Waals a la
membrana de las bacterias, afectando su potencial de accion (Elsasser, 1984).
Para contrarrestar este proceso, las bacterias inician un proceso de bombeo
para alcanzar el equilibrio acido—base interno a costa del gasto de ATP
(Henderson et al., 1969). Asi, la monensina sédica promueve el intercambio de
iones H* y Na* del exterior hacia el interior por iones K*, provocando que haya
una acumulacion de H* y Na*, y como consecuencia la disminucion del pH
intracelular. En estas condiciones, la monensina sédica provoca la salida de
iones H* y la entrada de mas iones Na*, causando que las reservas de energia
disponible se agoten (Russell, 1987).

Un estudio realizado con ganado lechero, demuestra que el consumo
prolongado de iond6foros reduce la produccion de CHshasta un 7%, con efecto
prolongado hasta por 6 meses, sin observarse efectos negativos en la
produccion de leche (Odongo et al., 2007). Para explicar este efecto, Russell y
Strobel (1989) mencionan que la reduccién no se debe a la disminucién en la
cantidad de bacterias metanogénicas, sino al desarrollo de rutas alternas como

la formacion de propionato y succinato. En este sentido, Vogels et al. (1980) y



Tokura et al.(1999) realizaron estudios para evaluar el efecto de los iono6foros
sobre poblaciones de microorganismos en el rumen. Observaron que el nUmero
de protozoarios se redujo, mientras que el nimero de bacterias metanogénicas
no se vio afectado por el tratamiento. Otros estudios demuestran que la adicion
prolongada de ionéforos en dietas para rumiantes provoca adaptacion de las
poblaciones de protozoarios y metandgenos ruminales, por lo tanto, su efecto
no siempre persiste (Beauchemin et al., 2009).

Sin embargo, existe una tendencia a evitar el uso de los promotores de
crecimiento como los ionoforos para utilizar sustancias naturales. Por lo tanto, el
uso de ionoforos en la alimentacion de rumiantes para disminuir la emision de

CHapuede representar una desventaja.

Aceites Esenciales (AE). Los AE son mezclas complejas de metabolitos
secundarios de caracter lipofilico de las plantas (MSP).Estos son los
responsables del olor y sabor caracteristico de las plantas que los contienen,
los cuales son extraidos por destilacion (Burt, 2004). Los AE pueden funcionar
también como protectores contra agentes estresantes, asi como atrayentes de
insectos polinizantes y dispersores de semillas (Winky Schimmer, 1999) o bien
como metabolitos de reserva cuando los metabolitos de interés primario se
encuentran en exceso (Gottlieb, 1990).

Se ha observado que los AE tienen efectos medicinales, virucida,
fungicida, insecticida, desparasitante y antimicrobiano (Bakkali et al., 2008).
Este efecto resulta de interés debido a su capacidad de afectar a bacterias

metanogeénicas, protozoarios y hongos, por su asociacion estrecha con dichas



bacterias (Williams et al., 1994), lo que indirectamente reduce las emisiones de
CHa (Macheboeuf et al., 2008).

Existen alrededor de 200,000 sustancias contenidas en las plantas
identificadas como principios activos (Patra y Saxena, 2010). Dos de ellos son
el timol y el carvacrol, los cuales son los principales AE derivados de las plantas
de Thymuscapitatus y Origanum vulgare (Patra y Yu, 2012).Quimicamente, el
timol es un monoterpeno fendlico. Se ha encontrado que tiene una amplia
actividad antimicrobiana y su espectro de accion abarca tanto bacterias Gram-
positivas como Gram-negativas (Walsh et al., 2003). Por otra parte, el carvacrol,
otro monoterpeno fendlico, también muestra actividad antimicrobiana, la que
posiblemente se debe a la presencia de grupos OH~ y compuestos fendlicos en
su estructura molecular, que pueden participar en la interrupcion del transporte
de iones a través de la membrana celular y la inactivacion de enzimas
microbianas (Burt, 2004). Por su parte, Lambert et al. (2008) mencionan que
ambos aceites desequilibran los gradientes de iones H* y K*, provocando de
esta manera un gasto de ATP, ya sea inhibiendo su sintesis o promoviendo su
hidrélisis. En la Figura 3 se muestra el mecanismo propuesto por Lambert et al.
(2008) acerca de la accion del timol y el carvacrol sobre la membrana
plasmatica. Borchers (1965) observé que la adicion de caseina y timol en dosis
de 1 g-L*! a cultivos in vitro aumenta la concentracion de aminoacidos, por lo
tanto, la de NH4 fue menor. Por su parte, Evans y Martin (2000) demostraron
que el timol en dosis de 100 a 400 g-L* afecta el metabolismo de las bacterias

ruminales, disminuye la digestibilidad de los nutrientes e incrementa la



proporcion acetato:propionato. En otro estudio (Kamalak et al., 2011), se
evaluaron distintas dosis de timol (0, 50, 100, 200 mg-L!) sobre los parametros
de fermentacién in vitro. En este estudio se observé que la produccion total de
gas, la digestibilidad de la MO, la energia metabolizable (MJ-kg*de MS) del
sustrato utilizado (alfalfa), la concentracion total de AGV’s, proporcion de
acetato y butirato y la relacion acetato:propionato tendieron a disminuir en forma
lineal, excepto el pH y la proporciébn de propionato, los cuales tendieron a
aumentar conforme aumento la dosis de timol .Por otra parte, Garcia et al.
(2007) compararon el efecto del carvacrol en relacion a la monensina sodica
sobre la degradabilidad de la MS, PC, FDN y la concentracion de AGV’s in vitro.
Las dosis que utilizaron fueron 250 (C250) y 500 mg-L* de carvacrol (C500) y
7.5 mg-Lt de monensina soédica (M). Estos autores observaron que la
degradabilidad de la MS, PC y FDN disminuyeron con la dosis C250, la
concentracion de butirato incremento y la de acetato disminuyd, mientras que la
concentracion de propionato incrementé con la adicion de M y la dosis C500
disminuy6 la concentracion total de AGV’s. En un estudio similar, se evalu6 el
efecto de una mezcla de AE con monensina sdodica in vivo sobre el consumo de
MS, digestibilidad aparente de la FDA y la PC, pH ruminal y la concentracion de
NHas.Aqui se observd que el consumo de MS no se afect6 con la adicion de la
mezcla, aunque la digestibilidad aparente de la FDA y PC aumento un 48.9 y
65.0%, respectivamente, el pH ruminal incrementd a 6.5,mientras que la

concentracion de NHay el porcentaje de grasa en leche se redujeron a 12.7 mg
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por cada 100 mLy 3.8%, respectivamente, en relacién al control (Benchaar et
al., 2006). Benchaar et al. (2007), evaluaron el efecto de AE sobre los
parametros de fermentacion ruminal, flujo duodenal de nitrégeno, produccion y
composicién de la leche, utilizando dietas basadas en ensilado de alfalfa o
maiz. Ellos observaron un incremento en el pH ruminal y el porcentaje de
lactosa en la leche de las vacas alimentadas a base de ensilado de alfalfa; sin
embargo, las vacas alimentadas con ensilado de maiz produjeron leche con un
bajo porcentaje de grasa y alta concentracion en proteina. La digestibilidad de
FDN y FDA fue menor en las vacas alimentadas con ensilado de maiz en
relacion a las vacas alimentadas con ensilado de alfalfa. El flujo duodenal de
nitrdgeno de origen bacteriano y la produccion del acido linoleico en leche
aumento en las vacas alimentadas con ensilado de maiz (Benchaar et al.,
2007).Patra y Yu (2012) evaluaron el efecto de los AE de clavo, eucalipto, ajo,
orégano y canela en las dosis 0.25, 0.50 y 1.0 g-L! de cultivo sobre produccion
de CHas, pardmetros de fermentacion, bacterias fibroliticas, metanogénicas y
protozoarios in vitro. Ellos reportaron que la produccion de CHase redujo (P
<0.05) en 34.4, 17.6, 42.3, 87 y 25.7%, respectivamente, para las diferentes
fuentes de AE evaluadas, en comparacion al control. Ademas, la digestibilidad
de la MS y FDN disminuyeron (P <0.05) en forma lineal conforme aumento la
dosis de AE, a excepcion del AE de ajo, mientras que la concentracion total de
AGV’s no se vio afectada con los aceites de ajo, eucalipto y canela. La
proporcion acetato:propionato y la concentracion de butirato aumentaron(P

<0.05) con los aceites de clavo, orégano y canela en las dosis 0.5y 1.0 g-L*.



Las poblaciones de bacterias fibroliticas, metanogénicas y de protozoarios
mostraron una tendencia lineal a disminuir conforme aumento la dosis. Por
tanto, este estudio demuestra que el aceite de orégano es una alternativa viable
para reducir las emisiones de CHa.

A pesar de que se ha demostrado el efecto bactericida de los AE, estos
efectos dependen de la variedad de la planta, el método de extraccion, las
condiciones de crecimiento o de la composicion del aceite (Calsamiglia et al.,
2007). Por ejemplo, el contenido de carvacrol en Origanum vulgarevaria entre

0.43y 79.6% y el de timol entre 0.44 y 31.8% (Sivropoulou et al., 1996).

Taninos y saponinas. Los taninos y las saponinas también son
considerados como MSP. Quimicamente, las saponinas son compuestos
glucosilados divididos en tres grupos: triterpenoides, esteroides Yy
glucoalcaloides esteroidales (Hosttetmann y Martson, 1995). En condiciones
naturales, permanecen inactivos en el interior de la célula y su activacion ocurre
via enzimatica cuando microorganismos patégenos atacan a la planta
(Osbourn, 1999). Por otro lado, los taninos son un grupo heterogéneo de
compuestos fendlicos de alto peso molecular con capacidad de formar
complejos irreversibles con las proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos y
minerales (Schofield et al., 2001). Los taninos se dividen en dos grupos: taninos
condensados y taninos hidrolizables (Mueller-Harvey, 1999).

Se ha reportado que en condiciones in vitro e in vivo los taninos
condensados, al igual que los AE, tienen efecto antimetanogénico. De acuerdo

con Tavendale et al. (2005), la produccion de CHs se inhibe completamente en



cultivos que contienen exclusivamente bacterias metanogénicas. Este efecto
sugiere que los taninos pueden inhibir el metabolismo de las bacterias
metanogénicas (Williams et al., 2011). Ademas, también son capaces de inhibir
a las bacterias celuloliticas y proteoliticas (McSweeney et al., 2001). Estas
observaciones pueden deberse a que las bacterias Gram-positivas son mas
sensibles al ataque de los taninos en relacion a las bacterias Gram-negativas
(McSweeney et al., 2001). También se ha observado que los taninos reducen la
degradacion de las proteinas (Min et al., 2003). Barry et al. (2001) mencionan
que cantidades de taninos entre 20 — 40 g-kg* de MS, forman complejos con las
proteinas que las hace no degradables en el rumen, aunque en el abomaso los
complejos se disocian debido al pH acido. Williams et al. (2011) utilizaron
cultivos continuos y reportan que el flujo y la produccién de NHa disminuyeron
cuando se sustituyd Medicago sativa con Lotus pedunculatus. Tales resultados
sugieren que la incorporacién de Lotus pedunculatus y otros forrajes que
contienen taninos pueden reducir la excrecion de NHa. Por otro lado, las
saponinas también muestran efectos sobre los microorganismos ruminales
como los protozoarios (Hristov et al., 2003). Este efecto es mediado por su
capacidad de formar complejos irreversibles con el colesterol en la membrana
del protozoario y finalmente causar su lisis (Francis et al., 2002). También se ha
propuesto que los hongos ruminales son sensibles a las saponinas, ya que el
namero de estos disminuye en respuesta a la suplementacion con este tipo de
metabolitos secundarios. Otra funcion de las saponinas, es la de actuar como

estimulantes del crecimiento de las bacterias ruminales e inhibidor de otras, tal



como lo reportan Patra y Saxena (2009), quienes observaron que las saponinas
estimularon el crecimiento de Prevotella ruminicola pero inhibieron el de

Butyrivibrio fibrisolvens y Streptococcus bovis.

Acidos orgéanicos. Los &cidos organicos, considerados como
modificadores de la fermentacion ruminal, son el fumarato y el malato,
principalmente. La funcién del malato en el rumen es servir como receptor de
iones H* para la sintesis de propionato, de manera analoga a los ionoforos
(Scott, 1998). Por tanto, los efectos de la adicion de malato son el aumento en
el pH, concentracion total de AGV's, produccioén total de gas, mayor proporcion
de propionato y reduccidbn en la produccion de CHs hasta en 20.4%
(Mohammed, 2004, Liu et al., 2009).

Riede et al. (2013) desarrollaron un experimento mediante la técnica
RUSITEC (Czerkawski y Breckenridge, 1977) y observaron un aumento en la
concentracion de propionato; sin embargo, no hubo cambio alguno en la
produccion de CHa, NHa4, sintesis de proteina microbiana, degradacion de
nutrientes y las fracciones de fibra. Cuando se adiciona fumarato a la dieta, la
produccion de propionato se incrementa a la vez que se reduce la produccion
de CHa(L6pez et al., 1999). El fumarato tiene potencial para incrementar la
gluconeogénesis y, por tanto, el rendimiento en leche; sin embargo, la cantidad
debe restringirse por el riesgo de provocar acidosis ruminal, lo cual disminuye la
digestibilidad de la fibra y el consumo de alimento. EI mecanismo por el cual el
fumarato produce sus efectos benéficos se debe a que desvialos iones H* a la

produccion de propionato (Wood et al., 2009).



Importancia del Estudio del Timol y Carvacrol en Diferentes Proporciones.

Debido a que en la Unién Europea se prohibié el uso de los promotores
del crecimiento sintéticos, los AE han surgido como una alternativa viable y
natural para su uso en bovinos. Se ha demostrado que funcionan como
moduladores de la fermentacion ruminal a través de su accidn antibacteriana y,
ademas, son capaces de disminuir la metanogénesis ruminal. Por ejemplo, se
ha comprobado que el timol y el carvacrol ejercen un efecto antimetanogénico
sobre las bacterias metanogénicas del rumen. Sin embargo, este efecto se ha
observado por separado. Con base en este hecho, surge la hipétesis de que la
combinacion del timol y el carvacrol pueden tener un efecto sinérgico sobre la
disminucion en la produccion de CHa. Por esto, resulta de interés la
determinacién de una proporcion Optima de timol y carvacrol que sea capaz de
disminuir la pérdida energética a través de la eliminacion del CHa4, a la vez que

se incrementa la eficiencia energética en el bovino.



MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarroll6 en el laboratorio de Biotecnologia para la
Alimentacion, en la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad

Auténoma de Chihuahua.

Liquido Ruminal

El liquido ruminal se obtuvo de dos vacas Hereford canuladas
ruminalmente, las cuales fueron alimentadas con ensilado de maiz y heno de
alfalfa ad libitum dos veces al dia, a las 8:00 y 15:00 h. De cada vaca, se extrajo
una muestra de 250 mL de liquido ruminal 2 h antes de su alimentacion por la
mafiana. Las muestras de liquido ruminal se depositaron en un termo
atemperado de 500 mL, se mezclaron y de inmediato se transportaron al
laboratorio. Los sitios del rumen que se muestrearon fueron anterior dorsal,

anterior ventral, medio, caudal dorsal y caudal ventral.

Medio Ruminal

El medio ruminal se prepar6 de acuerdo a la técnica de Menke y
Steingass (1988). La saliva artificial se preparé con una solucion A, la cual se
elaboré con 13.2 g de CaCl,H,0, 10.0 g de MnCl,4H,0, 1.0 g de CoCl,6H,0 y
8.0 g de FeCl36H20 vertidos en 100 mL de agua destilada; una solucion B, a la
cual se agregaron 9.36 g en 240 mL de agua destilada; una solucion C,
compuesta con 1.36 g de Na2HPO4, 1.48 g de KH2PO4y 0.14 g de MgSO47H20
en 240 mL de agua destilada; una solucion reductora, elaborada con 1.9 mL de

NaOH (1M), 0.33 g de NaS9H20 en 47.5 mL de agua destilada y 712 mL de



agua destilada. Las soluciones reductora, A, B, C, (previamente atemperadas) y
la rezasurina, se vertieron dentro de un matraz con agua destilada. EI medio fue
gaseado con COz2 hasta que se torno transparente. Finalmente, se vertieron 500

mL de liquido ruminal a la mezcla sumando un total de 1.5 L de medio ruminal.

Disefio Experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar para evaluar el efecto de la
adicibn de T y C sobre los parametros de fermentacion ruminal. Cada
tratamiento se evalu6 por triplicado. La asignacién de los tratamientos a las
unidades experimentales se realizO de manera aleatoria a través de un sorteo.
Se llevaron a cabo tres corridas en ocasiones diferentes con el objetivo de
incrementar el nUmero de repeticiones, realizandose en la medida de lo posible

bajo las mismas condiciones.

Tratamientos

Se utilizaron T y C de grado analitico (Sigma-Aldrich) combinandose en
seis proporciones diferentes (100:00, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80 y 00:100; T:C)
para adicionarlos al medio de cultivo en una dosis de 0.2 g-Lt, ademas de un
control negativo. Se utilizaron jeringas Therumo® con capacidad de 60 mL. En
cada una se vertieron30 mL de medio ruminal, el AE en la concentracion
correspondiente y 0.2 + 0.001 g de sustrato. Como sustrato se utilizé una racion
totalmente mezclada (RTM) para ganado lechero en produccion compuesta por

un 35% de forraje (ensilado de maiz y alfalfa henificada) y un 65 % de



concentrado. Su perfil nutricional se describe en el Cuadro 1. Finalmente, las

jeringas se incubaron a 39 °C con agitacion constante a 120 rpm durante 24 h.

Variables de Fermentacion Evaluadas

Produccidn total de gas (PTG). La PTG se determind a las 24 h de
fermentacion registrando el volumen libre dentro de la jeringa. De este volumen,
se extrajeron 20 mL de gas de cada jeringa y se depositaron en tubos de

ensayo provistos de vacio para su analisis por cromatografia de gases.

Composicién delgas. La composicion del gas se determiné por
cromatografia de gases, de acuerdo con la técnica descrita por Zhou et al.
(2011) para lo cual se usé un cromatografo GOW-MAC Serie 580 provisto de
una columna empacada Carbosphere 8652PC 80-100, utilizando nitrégeno

como gas de arrastre a un flujo de 20 mL-min-2.

Degradabilidad in vitro de la materia seca (DIVMS). Para la
determinacién de la DIVMS, el contenido de cada jeringa se vacié en bolsas
ANKOM® F57 previamente identificadas para separar la fracciéon sélida de la
fraccion liquida. Esta fraccion se colectd en tubos Corning® para el andlisis de la
diversidad bacteriana mediante DGGE. En seguida, las bolsas con la fraccion
sélida se pesaron y se sometieron a desecacion en una estufa de aire forzado a
100°C durante 24 h. Finalmente, se realizaron los calculos con base en la

técnica de Tilley y Terry (1963).



Cuadrol. Perfil nutricional de los ingredientes utilizados como sustrato en la
fermentacion in vitro.

Alfalfa Ensilado

Composiciéon Concentrado . .
P henificada de maiz

MS, % 96.7 92.2 87.9
PC, % 18.3 14.4 29.3
FC, % 6.0 25.6 27.0
NDF, % 14.8 37.9 51.4
ADF, % 5.7 29.2 30.0
Ceniza, % 5.0 5.0 5.0

EE, % 5.6 2.0 3.1




Evaluacion de la Diversidad de la Microbiota

Extraccion de ADN gendmico. Se extrajo ADN genomico de las
muestras del contenido microbioldgico de las jeringas en cada tratamiento en la
altima (tercera) corrida del experimento, con el objetivo de observar como se
modificaron las poblaciones de microorganismos ruminales bajo la influencia de
T y C en el medio de cultivo en comparacion con el tratamiento control. Las
muestras de las tres jeringas de cada tratamiento al final del proceso de
fermentacidn se mezclaron para obtener una muestra representativa. Se utilizé
el kit comercial NucleoSpin®Tissue (Macherey-Nagel, Germany) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se tomaron 1.2 mL de cultivo ruminal de cada
tratamiento y se depositaron en tubos Eppendorf®. Los tubos se centrifugaron a
8,000 xg por 5 min, el sobrenadante fue descartado y el pellet resultante fue
suspendido en 180 pL de buffer T1ly 25 pL de la proteinasa K para provocar una
lisis celular. Cada tubo se agitd y se incub6 a 56°C durante 3h.A continuacion,
los tubos se agitaron suavemente, se agregaron 200 pL de buffer B3a cada
tubo y se incubaron a 70°C durante 10 min. Después, se agregaron 10 uL de
etanol. Se utilizaron columnas NucleoSpin® Tissue por la cual se hizo pasar la
solucion a 11,000 x g durante 1 min para colectar el ADN. El liquido colectado
se descartd. Después, se afiadieron 500 pL de buffer BW, se volvié a
centrifugar a 11,000 x g por 1 min y el liquido colectado se volvio a descartar.
Se agregaron 600 pL de buffer B5y se centrifugé a 11,000 x g por 1 min, el

liquido se descarté y se volvio a centrifugar a 11,000 x g durante 1 min.



Finalmente, las columnas se cambiaron a tubos Eppendorf® estériles para la

elucion del ADN con 100 pL de buffer BE.

Cuantificacion de ADN. Para determinar la presencia de ADN, se utilizd
la técnica de gel de agarosa al 1% en medio de tris borato de acido
etilendiaminotetracético (TBE; Bhilochaet al., 2011) usando como tincion
bromuro de etidio (Kasapet al., 2006). La concentracion de ADN total se evalu6
mediante el equipo NanoDrop 2000® Thermo-Scientific en los rangos de
absorbancia 230/260 y 260/260. Una vez cuantificadas, las muestras de ADN

se almacenaron a -20°C para su analisis posterior.

Amplificacibn de ADN por PCR. EL ADN gendmico se amplifico
mediante la técnica convencional de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés). Se utilizé6 un equipo Techne® Prime para la
amplificacion del ADN. Se amplific6 un fragmento del gen 16S del ARNr y la
region V3 de las bacterias metanogénicas y de las bacterias totales. Se utilizé
un volumen de 25 puL por reaccion, conteniendo cada una los siguientes
ingredientes y cantidades: 12.5 pL de GoTag® Green Master Mix (Promega,
Madison, WI), 2 uL de cada primer (forward y reverse), 50 ng de ADN gendmico
y 6.5 puL de agua libre de nucleasas. Los cebadores que se utilizaron en la
amplificacion y su secuencia se muestran en el Cuadro 2. Para la amplificacion
del gen 16S de bacterias metanogénicas y totales se utilizé el siguiente
programa: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, 30 ciclos de

desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, 30 ciclos de alineacion a 56.5 °C por 30 s



Cuadro 2. Iniciadores utilizados para amplificar el gen ARNr 16S y la region V3
de las bacterias metanogénicas y totales.

Iniciador Secuencia (5" a 3") P.OS'C'O.n de
alineamiento
Met 86f GCTCAGTAACACGTGG 86-101
Met 915r GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 915-935
GC-ARC344f ACGGGGYGCAGCAGGCGCGA 344-363
519r GWATTACCGCGGCKGCTG 519-534

Fuente: Zhou et al. (2010)



para las bacterias metanogénicas y 51 °C por 30 s para las bacterias totales, 30
ciclos de elongacion a 68°C por 1 min y un ciclo de elongacién final a 68°C por
7 min. El producto de esta amplificacion se utilizé como plantilla para la
amplificacion de la regién V3 del gen 16S del ARNr, para lo cual se utilizaron
iniciadores de 40 pb provistos de una cola compuesta Unicamente de G y C.
Las condiciones de amplificacion para la generacion del amplicon de bacterias
metanogénicas Yy totales son las siguientes: un ciclo de desnaturalizacién inicial
a 95°C por 5 min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, 30 ciclos de
alineacion a 56.5°C por 30 s para las bacterias metanogénicas y 73.5°C por 30
s para las bacterias totales, 30 ciclos de elongacién a 72°C por 30 s y un ciclo
de elongacién final a 72°C por 7 min. La calidad, concentraciéon y pureza de
cada amplificacién se determiné mediante espectrofotometria en los rangos de
absorbancia 230/260 y 260/280, el tamafio del ADN se determiné por
electroforesis en gel de agarosa y las imagenes delos geles se generaron en un
transiluminador de rayos UV ENDURO (ENDURO™ GDS Gel Documentation

System) de acuerdo a lo descrito en el apartado anterior.

Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE). La
diversidad microbiana se determiné por electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en ingles), para lo cual se utilizé un
equipo DCode Universal Mutation Detection System (BioRad, CA).El gel se
elaboro al 8%de poliacrilamida con un gradiente desnaturalizante de 35-60% de

urea-formamida, el cual se increment6 en direccién a la electroforesis. Se utilizé



un marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder® (Invitrogen™). En cada
pozo se vertieron 2 pL de buffer de carga al 2X y 5 pL de producto de PCR (850
ng-uL™Y). El buffer TAE de corrida se preparé al 1X. La electroforesis se realiz6 a
un voltaje constante de 65 V y 60°C durante 16 h. El gel se tifi6 con SYBR®Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen™) a una concentracion de 1 uL-mL* de buffer TAE al

1X durante 15 min.

Anélisis Estadistico

Los resultados de los analisis por triplicado para las variables de
fermentacion evaluadas se promediaron en cada corrida. Previo a los analisis
estadisticos, los valores de las observaciones de las variables evaluadas, en
cada tratamiento y corrida, se desviaron con respecto al tratamiento control y se
expresaron como porcentaje de cambio en la variable correspondiente al
agregar el T y C. Para su analisis se ajust6 un modelo lineal con el
procedimiento PROC GLM del paquete estadistico SAS® 2002 Institute Inc.
Cary, NC. En un inicio se incluyeron los efectos clasificatorio de corrida y la
proporcion de T:C como variable de regresion, asi como su interacciéon. Como
no se encontrd ningun efecto de interaccion (P > 0.05), al final solo se corrio la
regresion lineal simple de las variables respectivas con respecto a la proporcion

de T:C con PROC REG de SAS, ignorando el efecto de corrida.

Andlisis de la Diversidad Microbiana por DGGE
La imagen del gel se analiz6 con el programa BioNumerics

(AppliedMaths, Inc., TX). Se considero a la adicion de Ty C en dosis de 0.2 g-L-



! como la Unica fuente de variaciéon que modifica a las poblaciones de bacterias
metanogénicas y de bacterias totales. Se utilizé el coeficiente de similitud de
Dice (Dsc) para la comparacion de patrones de bandeo y el analisis de
corchetes para la agrupacion de las poblaciones de bacterias de acuerdo al

Cuadro 3.



Cuadro 3. Interpretacion de un dendograma

Porcentaje  Coeficiente de similitud

> 95 Idéntico
90 a 94 Muy similar
85a89 Similar
80a 84 Algo similar

<79 No similar




RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion Total de Gas (PTG)

En todos los tratamientos, se observo que el porcentaje de cambio fue
positivo, lo que indica que el AE reduce la PTG independientemente de la
proporcion T:C, estimandose esta reduccion en 12 %. Sin embargo, cuando se
corrio la regresion lineal para evaluar el efecto de la proporcion T:C, ésta no
influyé (P >0.05) en el cambio del porcentaje de reduccion con respecto al
tratamiento control (Grafica 1). Este resultado es similar al reportado por Patra y
Yu (2012), quienes al usar una dosis de 0.25g-L*observaron una reduccién de
12 %. Es posible que en nuestro estudio no se observé una tendencia en la
reduccion con respecto al tratamiento control a medida que se maodificé la
proporcion T:C debido a que el efecto de los AE es dosis-dependiente. Asi, en
un estudio realizado por Lin et al. (2011), quienes usaron una dosis de 0.5 g-L%,
observaron una reduccién de 30 % en relacion al control, mientras que en otro
estudio se observo una reduccion hasta de 81 % cuando se us6 una dosis de
1.0 g-L! (Patra y Yu, 2012). Sin embargo, es deseable que la PTG no
disminuya con el uso de modificadores de la fermentacion ruminal, ya que la
PTG esta correlacionada con la digestibilidad de la MS y su disminucién
significaria comprometer el desempefio productivo del animal (Dijkstra et al.,

2005).
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Grafica 1. Tasa de cambio (%) en la Produccién Total de Gas (PTG) bajo
diferentes niveles de carvacrol.
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Produccion de CHa

El porcentaje de cambio fue positivo en todos los tratamientos, lo que
refleja un efecto del T y C sobre la producciéon de CHa4. Cuando se corrid la
regresion, se observé una tendencia lineal (P < 0.05) a reducir el porcentaje de
cambio conforme se increment6 la proporcion de C (Grafica 2). Este
comportamiento indica que la mayor tasa de cambio se logra con la mayor
proporcion de timol y este efecto se va perdiendo a una tasa de 0.04 unidades
porcentuales por cada unidad porcentual de C que sustituye al T en la
composicién quimica del AE. Estos resultados sugieren que el efecto del AE es
dosis-dependiente, es decir a mayor dosis del mismo en el medio de cultivo,
mayor sera su efecto (Macheboeuf et al., 2007). Asi, el mayor efecto se observé
con el nivel mas alto de T, siendo esta reduccion de alrededor de 12 % en
relacion al control. Este valor es similar al reportado por Patra y Yu (2012),
quienes observaron que la produccion de CHs4 se redujo en un 13 % con
respecto al control cuando usaron AEO con una dosis de 0.25 g-L?, el cual esta
compuesto principalmente por carvacrol, alcohol B-fenchil, timol y y-terpineno
(Teixeira et al., 2013). En otros estudios se ha observado que en condiciones in
vitro el AEO es capaz de reducir la metanogénesis hasta en un 99 % cuando se
administra a una concentraciéon de 0.9 g-L*(Macheboeuf et al., 2008). Por su
parte, Patra y Yu (2012) observaron una reduccion de 87 % cuando utilizaron
AEO en una dosis de 1.0 g-L%. De la misma manera, el uso de una mezcla de
carvacrol, timol y p-cimeno, extraida de Origanum vulgare y Thymus vulgare,

disminuye la fermentacion y la metanogénesis ruminal hastaen 60 % en



14.00

12.00 .
CH,=5.53x-0.04
10.00 R2= 0.23
8.00 .
* .
6.00 *
400 ¢
L 4 'S *
2.00
. g
0.00 hd ¢
(|) 20 40 60 80 10
-2.00

Grafica 2. Tasa de cambio (%) en la produccién de CHa4 bajo diferentes niveles
de carvacrol.
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concentraciones mayores a 0.3 g-L' (Macheboeuf et al., 2008). Entonces,
debido a que el AEO es capaz de reducir la metanogénesis, este efecto
implicaria incrementar la eficiencia energética del animal al disminuir la
produccion de CHas a nivel ruminal y, por consecuencia, menor contaminacion
ambiental. Sin embargo, la presencia de AEO en el medio ruminal en dosis
altas (> a 1.0 g-LY) podria disminuir la fermentacién, por lo que su uso debe ser
moderado. Este efecto antimetanogénico se debe a la naturaleza lipofilica del
AEO, el cual le da la capacidad de adherirse a la bicapa lipidica de las bacterias

e inhibir su metabolismo (Patra'y Yu, 2012).

Degradabilidad In Vitro de la Materia Seca (DIVMS)

El porcentaje de cambio no fue diferente (P > 0.05) entre tratamientos
(Grafica 3). Estos resultados coinciden con lo reportado por Castillejos et al.
(2007), quienes observaron que el uso de una mezcla de AE in vitro no afecta la
digestibilidad de la MO (DMO) en dosis bajas. De la misma manera, un estudio
in vivo con borregos se realiz6 para evaluar el efecto del T y C sobre la
digestibilidad de los nutrientes. Los resultados mostraron que estos AE en dosis
de 0.3 y 0.6 mg-kg! no son capaces de afectar la DMO (Westerhold, 2013;
Zamiri et al., 2015). Otro estudio realizado in vivo con borregos demostré que la
adicion de AE no modificé la digestibilidad de la MS en comparacién al control
(Lin et al., 2013). Sin embargo, los AE pueden disminuir la digestibilidad de la
MS. Este efecto depende de la dosis que se use, y de la composicion quimica.
Un estudio realizado por Patra y Yu (2012) explica estos sucesos. Cuando se

utilizaron los AE de eucalipto y ajo no afectaron la digestibilidad de la MS,
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aun con una dosis de 1.0 g-L%, mientras que con el de orégano dicho parametro
disminuy6 drasticamente con la misma dosis. La degradabilidad de la MS es
una variable fisiologica determinante en la produccion animal. Dentro del rumen,
los nutrientes deben quedar disponibles para su aprovechamiento por los
microorganismos ruminales y el animal. Por lo tanto, afectar negativamente esta
variable tendria como consecuencia disminuir la productividad del animal o

incluso comprometer la salud del mismo.

Perfil de Bacterias Metanogénicas obtenido a partir de PCR-DGGE

Las poblaciones de bacterias metanogénicas muestran una dinamica
homogénea, esto indica que la adicion de AE tiene poco efecto sobre las
bacterias en mencion. Este efecto es similar a los hallazgos de Patra y Yu
(2012) quienes observaron mediante un Analisis de Componentes Principales
(PCA,por sus siglas en inglés) que la adicion de AEO es capaz de modificar
ligeramente las comunidades de bacterias metanogénicas en el que se
observaron Unicamente comunidades dominantes aisladas. Con base en lo
anterior, es posible que la disminucién en la produccion de CHa no se deba a
gue los AE afecten directamente a las bacterias metanogénicas, sino que
actlan mediante un mecanismo de accién que involucre a los sustratos que
intervienen en la metanogénesis o que afecten a las bacterias responsables de

la produccion de dichos sustratos.
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Figura 4. Dinamica poblacional de las bacterias metanogénicas en los
diferentes tratamientos (T:C). 1=100:00, 2=80:20, 3=60:40,
4=40:60, 5=20:80, 6=00:100 y Ct=Control.
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En la Figura 4 se muestra la dinamica poblacional de las bacterias
metanogénicas obtenida a partir de PCR-DGGE, donde se observan patrones
de bandeo similares (Dsc>95%) entre los tratamientos, formando dos grupos, el
primero incluye las proporciones 60:40, 40:60, 80:20, Ct, 100:00 y 20:80 vy el
segundo incluye Unicamente a la proporcion 00:100 con un Dsc=91.5% entre
ambos grupos. La formacion del primer grupo puede deberse a que las
bacterias metanogénicas metabolizan el T y el C de manera similar o son
resistentes a la accion del T (Mclintosh et al., 2003), mientras que en el segundo
grupo ciertas especies de bacterias metanogénicas son sensibles a la accién
del C. Estas observaciones son consistentes con los resultados reportados por
Mbirri et al.,, (2016) quienes mencionan que las poblaciones de bacterias
metanogénicas no son modificadas con la adiciéon de C en una dosis de 0.3
g-L1. Esta observacion puede deberse a que el T y el C fueron agregados a los
cultivos ruminales en una dosis baja (0.2 g-L?), resultando esta incapaz de

realizar cambios en las poblaciones de bacterias metanogénicas.

Perfil de Bacterias Totales obtenido a partir de PCR-DGGE

La adicion de AE produce cambios heterogéneos en las poblaciones de
bacterias totales. De acuerdo con los hallazgos publicados por Patra y Yu
(2012), el efecto del AEO ejerce un mayor impacto sobre las bacterias totales,
el cual es consistente con el efecto que se observo en este estudio. La adicion
de MSP en los cultivos de bacterias causa modificaciones en las poblaciones
individuales de microorganismos, por lo tanto algunas poblaciones bacterianas

incrementan su tamafo o bien desaparecen. Ademas, los MSP alteran la



digestion, la fermentacion de la dieta y la metanogénesis (Calsamiglia et al.,
2007). Estos efectos pueden deberse al tipo de membrana que poseen las
bacterias. Las Gram-positivas tales como Ruminococcus flavefasciens y R.
albus (celuloliticas) muestran una mayor susceptibilidad ante los AE en relacion
a las Gram-negativas, debido a la ausencia de una capa protectora de
lipopolisacéaridos que protege la pared celular (Burt, 2004).

En la Figura 5 se muestra la dinamica poblacional obtenida a partir de
PCR-DGGE. En la imagen se observa la formacion de dos grupos. El primer
grupo incluye a las proporciones 100:00 y el Ct, y el segundo incluye a las
proporciones 60:40, 80:20 y 00:100. En el primer grupo se observa que la
proporcion 100:00 modifica las poblaciones de bacterias totales con un
Dsc=80.0% respecto al Ct. Esto significa que ambas poblaciones comparten
solamente algunas especies de bacterias. Con respecto al segundo grupo, las
poblaciones bacterianas con las proporciones 60:40 y 20:80 son idénticas
(Dsc=100%) y son muy similares con las proporciones 80:20 y 40:60. La
proporcion 00:100 mantiene un Dsc=85.8 % con las demas proporciones del
grupo, esto significa que la adiciébn de C provoca cambios mayores sobre las
poblaciones de bacterias ruminales en relacion al T. Por ultimo, ambos grupos
mantienen un Dsc=74.8 %, lo que significa que las poblaciones de bacterias son

totalmente distintas.
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Figura 5. Dindmica poblacional de las bacterias totales en los diferentes
tratamientos (T:C). 1=100:00, 2=80:20, 3=60:40, 4=40:60, 5=20:80,
6=00:100 y Ct=Control.
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CONCLUSIONES

La adicién de AE al medio de cultivo en dosis de 0.2 g-L' y con una
composicién de 100% timol disminuye la produccién de CHa4 hasta en un 12% y
modifica las poblaciones de bacterias totales. Sin embargo, no afecta la PTG, la
DIVMS vy las poblaciones de bacterias metanogénicas.

Con base en estas observaciones, es necesario continuar la
investigacion del T, principalmente enfocada en determinar las vias por las
cuales se reduce la metanogénesis toda vez que en este estudio no se observo
efecto sobre las bacterias metanogénicas. Asi mismo, sobre pardmetros de
fermentacién para asegurar que no hay un efecto negativo sobre produccion de
acidos grasos volatiles principalmente y poder estar en condiciones de

recomendar esta tecnologia como valida para la produccion animal.



RECOMENDACIONES

Estudios posteriores deben tomar en cuenta la investigacion de variables
como AGV’s, pH, concentracion de amoniaco y de iones H* y la secuenciacion
de ADN de bacterias, la cual permitird conocer con mayor exactitud qué sucede
con la adicién de AE en el medio de cultivo.

Ademas, resulta de interés explorar dosis de T mayores a 0.2 g-L'y
menores a 1.0 g-L?, ya que se ha demostrado que este es el rango en el que
mejor eficacia podria tener el bajo condiciones fisiologicas.

Por dltimo, seria de suma importancia desarrollar estudios para conocer
cual es el mecanismo mediante el cual los AE disminuyen la produccion de

CHa4, ya que hasta la fecha su accién sobre esta variable no esta clara.
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