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RESUMEN

Se estudiaron los efectos de restringir el tiempo
de acceso al forraje y del tiempo desde el inicio
de la ingesta, sobre diferentes grupos bacterianos
ruminales. Seis borregos fistulados, alojados en
jaulas individuales, consumiendo Unicamente
forraje fresco (88% leguminosas) fueron distri-
buidos en 2 grupos: 24h y 6h (forraje disponible
todo el dia y 6 h/dia, respectivamente). Luego de
30 dias de adaptacion, se extrajeron muestras de
contenido ruminal (liquido + s6lido) para estudiar
la microbiota de cada grupo (24h vs. 6h). En los
animales con acceso restringido al forraje (grupo
6h) se compar6 también la microbiota entre las
horas 0, 4 y 8 desde el inicio de la ingesta. Las
muestras se analizaron por FISH (Fluorescence

in situ hybridization), utilizando sondas para el

SUMMARY

The effects of restricting the time of access to
forage and of the time from the beginning of the
intake on different groups of ruminal microbes
were studied. Six fistulized wethers, allocated in
individual cages, consuming only fresh forage
(88% legumes) were separated in 2 groups: 24h
and 6h (forage available during all the day and
6 h/d, respectively). After 30 days of adaptation,
ruminal content samples (fluid + solid) were ex-
tracted to evaluate the microbiota of each group
(24h vs. 6h). In animals with restricted access to
forage (6h group) the microbiota was also com-
pared among 0, 4 and 8 hours from the begin-
ning of the meal. The samples were analyzed by

FISH (Fluorescence in situ hybridization), using
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Dominio Bacteria (Eubacterias), bacterias fibro-
liticas (Ruminococcus albus y flavefaciens), pro-
ductoras de lactato (Streptococcus spp.) y consu-
midoras de lactato (Megasphaera elsdenii, Pro-
pionibacterium spp., Selenomonas ruminantium).
El pH ruminal no fue afectado por la restriccion,
pero R. albus, R. flavefaciens y S. ruminantium
fueron mas abundantes para el grupo 24h. Den-
tro de los animales sometidos a restriccion las
Eubacterias tendieron a ser menos abundantes a
las horas 4 y 8, cuando el pH ruminal también fue
menor respecto a la hora 0, posiblemente debido
al ingreso de alimento fresco. No se observaron
diferencias entre grupos bacterianos debidas al

horario de muestreo.

Palabras claves:
pastura templada, microbiota ruminal, bacterias

fibroliticas, Selenomonas ruminantium

INTRODUCCION

En los sistemas semi-intensivos pastoriles de
produccion de rumiantes es habitual que se limi-
te el tiempo de acceso diario a la pastura, tanto
por el cuidado de los animales como de la propia
pastura. Es sabido que la restriccion en el tiem-

po de acceso al alimento genera cambios en la
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probes targeting the Domain Bacteria (Eubacte-
ria), fibrolytic (Ruminococcus albus and flave-
faciens), lactate-producing (Streptococcus spp.)
and lactate-consuming (Megasphaera elsdenii,
Propionibacterium spp., Selenomona ruminan-
tium) bacterias. The ruminal pH was not affected
by the restriction, but R. albus, R. flavefaciens
and S. ruminantum were more abundant for the
24h group. Within the animals under restriction
the number of Eubacterias tended to be lower al
hours 4 and 8, when ruminal pH was lower too,
regarding to the hour 0, possibly due to the en-
try of fresh food. There were not differences be-
tween bacteria groups due to the sampling time

were not observed.

Key words:
temperate pasture, ruminalmicrobiota, fibrolytic

bacteria, Selenomonas ruminantium

fermentacion ruminal, en general vinculadas a
fluctuaciones en el pH (Freer y col., 2007) debi-
das a las elevadas tasas de ingestion en los mo-
mentos del dia en que el alimento esta disponible
(Forbes y Mayes, 2002). Este tipo de variacion
ha sido comunicada no solo cuando se utilizan

dietas con elevada proporcion de concentrados,
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sino también al utilizar forrajes muy fermenta-
bles como tnico alimento de la dieta, y tanto en
bovinos (Félix y col., 2011a,b) como en ovinos
(Cajarville y col., 2006). Los trabajos anteriores
sugieren que la restriccion del tiempo de acceso
al forraje podria afectar la microbiota ruminal o
su actividad, aun cuando no se incluyan concen-
trados en la dieta. Si consideramos que, entre los
distintos grupos bacterianos, las bacterias fibroli-
ticas son las mas sensibles a variaciones en el pH
ruminal y que presentan las tasas de crecimiento
mas bajas dentro de la poblacién ruminal (Arcuri
y col., 2011), la restriccion en el tiempo de acceso
al forraje podria afectar este grupo en particular,
lo que en sistemas de alimentacion a base de for-
rajes, podria ser una limitante importante para el

aprovechamiento digestivo de la dieta.

La mayor parte de los microorganismos rumina-
les son anaerobios estrictos o facultativos, no cul-
tivables, lo que dificulta su estudio mediante mé-
todos convencionales de cultivo, particularmente
cuando se intentan estudiar grupos especificos de
microorganismos. El uso de técnicas moleculares
(Kamra, 2005) ha permitido un avance en este
sentido. Particularmente, la técnica Fluorescens
in situ hybridization (FISH) permite detectar mi-
croorganismos mediante la hibridacion del ARN

ribosomal utilizando sondas especificas conjuga-
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das a fluoroforos (Lascano y col., 2009).

Este trabajo integra una serie de estudios con un
objetivo comun: evaluar el efecto del tiempo de
acceso al forraje sobre el consumo y el aprove-
chamiento digestivo del mismo. La hipdtesis de
este estudio en particular, es que la restriccion en
el tiempo de acceso al forraje de una pastura tem-
plada genera fluctuaciones en ecosistema ruminal
que afectan en forma diferencial a las distintas
poblaciones de microorganismos ruminales. El
objetivo de este estudio fue cuantificar y compa-
rar distintos grupos de la microbiota bacteriana
ruminal en animales alimentados con una pastura
como unico alimento, a la que tenian acceso du-
rante todo el dia o durante un periodo de tiempo
restringido. Asimismo, en los animales sometidos
a alimentacion restringida, se estudio la evoluci-
on diaria de estos grupos bacterianos en relacion

al inicio de la ingesta.

MATERIALES Y
METODOS

El experimento se llevo a cabo en el Campo Ex-
perimental de Libertad - Facultad de Veterinaria,
UdelaR (34°S y 55°0), Departamento de San
José. Todos los procedimientos fueron realizados

de acuerdo a los principios bioéticos y protoco-
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los de supervision propuestos por la Comisioén
Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA)
de la UdelaR. Como ya se menciono, este traba-
jo forma parte de una serie de estudios sobre los
efectos de restringir el tiempo de acceso al forraje
sobre el aprovechamiento digestivo en rumiantes.
Asi, en un articulo recientemente publicado (Pé-
rez-Ruchel y col., 2013) se presentan resultados
de otras variables (digestion y ambiente ruminal)

medidas en este mismo experimento.

Animales, dietas y disefio experimental

Se utilizaron 6 borregos (1 a 2 afios de edad),
Corriedale x Milchschaf (47,8 + 6,4 kg de peso
vivo (PV)), fistulizados en rumen y con sonda
permanente. Los animales fueron alojados en
jaulas metabolicas individuales, bloqueados por
PV (3 bloques) y distribuidos al azar en 2 grupos
con alimentacion diferente: 24h: acceso al forraje
durante todo el dia y 6h: acceso al forraje durante
un periodo de tiempo restringido de 6 h por dia
(7:00 — 13:00 h). Todos los animales fueron ali-
mentados Gnicamente con forraje proveniente de
una pastura compuesta principalmente por 88%
(base seca) de leguminosas: Lotus corniculatus
(80%) y Lolium multiflorum, Trifolium praten-

se 'y T. repens, con una disponibilidad inicial de
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2065 kg MS/ha. La pastura contenia 29,5% de
MS y 44,4% de FND; 28,5% de FAD y 12,8%
de PB; en base seca. Los animales tuvieron libre
acceso al agua en bebederos y se les ofrecio el
forraje fresco sin restriccion de cantidad durante
el tiempo establecido para cada tratamiento (todo
el dia o 6 h por dia). El forraje fue cortado dia-
riamente a 5 cm del suelo con una segadora de
disco y ofrecido inmediatamente luego del corte
que fue a las 07:00 h. Para el grupo 24h, cada dia
se refrigerd el forraje cortado para ofrecerlo lue-

go de la hora 6 en relacion al inicio de la ingesta.

Luego de un periodo de adaptacion de 30 dias, se
extrajeron muestras del contenido ruminal (liqui-
do + so6lido), a partir del fondo del saco ventral
del rumen mediante la sonda ruminal, para reali-

zar 2 estudios diferentes:

Estudiol: evaluacion de la microbiota ruminal de
los animales sometidos a los distintos esquemas
de alimentacion. Para esto se extrajeron mues-
tras de contenido ruminal a las 4 horas luego del
inicio de la ingesta en ambos grupos (24h y 6h).
Dicho horario de muestreo se selecciond en base
a los resultados de pH ruminal obtenidos en el
mismo experimento (Pérez-Ruchel y col., 2013);
la hora 4 fue la hora con menor pH, indicando

una mayor actividad microbiana.
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Estudio 2: evolucion de la microbiota ruminal en
animales con acceso restringido al forraje. Para
esto las muestras fueron extraidas solamente de
los animales sometidos al tratamiento 6h, a los
tiempos 0, 4 y 8 horas luego del inicio de la in-

gesta.

Mediciones, andlisis y calculos

Inmediatamente luego de extraidas las mues-
tras, se midio el pH del contenido ruminal con
un pHmetro (eChem Instruments Pte. Ltd., Oak-
ton, Singapur). El contenido ruminal present6 un
porcentaje de materia organica (MO) de 82,6 %
(determinado a 520 °C durante 3 h), 10 mL de
contenido ruminal fueron mezclados con 10 mL
de buffer salino fosfatado (PBS) suplementado
con 0,025 g/L de Na,-Cisteina (PBS-Cys). Inme-
diatamente, la suspension resultante se procesod
en un homogeneizador Stomacher 80 LabBlen-
der (Seward, UK) durante 60 segundos a maxima
velocidad. Estos procedimientos fueron realiza-
dos para disgregar la fase so6lida y con el fin de
mantener las condiciones reductoras y anaero-
bias de la muestra. Las muestras fueron fijadas
en etanol absoluto (1:1) a 4 °C por 24 h y luego
almacenadas a -20 °C hasta su utilizacion. Pos-

teriormente las muestras fijadas fueron diluidas
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y se filtraron utilizando filtros ISOPORE de 0,2
pum (MILLIPORE, Irlanda) que se almacenaron
a -20 °C hasta su utilizacion. Posteriormente se
permeabilizaron las células bacterianas fijadas
para facilitar el ingreso de las sondas. Para ello
los filtros se incubaron con lisozima (10 mg/mL),
a 37 °C durante 1 hora, y luego con proteinasa k
(0.09 u/mL) en buffer TE (10 x), a 37°C durante

15 minutos.

Las hibridaciones fueron realizadas sobre los seg-
mentos de filtro segiin Pernthaler y col. (2003).
Las sondas dirigidas al ARNr16S bacteriano asi
como el porcentaje de formamida utilizado se
presentan el Cuadro 1 y han sido previamente

utilizadas (Fraga y col., 2013).

Se utiliz6 una mezcla equimolar de 3 sondas para
la deteccion de miembros del Dominio Bacteria
(Amann y col., 1990; Daims y col., 1999). Las
sondas estuvieron dirigidas a detectar grupos y
especies bacterianas tradicionalmente asocia-
das a miembros de la microbiota ruminal con
diferentes funciones. Se utilizaron sondas de
oligonucledtidos especificas dirigidas a bacte-
rias fibroliticas: Ruminococcus albus y Rumi-
nococcus flavefaciens, consumidoras de lactato:

Selenomonas ruminatium, Propionibacterium

spp., Megaesphaera eldesnii, y una sonda para
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Cuadro 1. Sondas de oligonucleétidos para FISH

Sonda Secuencia de la sonda (5’-3’)* % formamida
Selenomonas ruminantium CCCATCTTTGCGGCAGGTTG 40
Megasphaera elsdenii ACCCGTTTGCCACTCGAATC 30
Ruminococcus albus TGCGGTTAGAACACAGGC 30
Propionibacterium spp. AATTCCATTCTCCCCTACCTTC 50
Streptococcus spp. GTAGGCAGGTTACCTACGCG 50
Ruminococcus flavefaciens CCCTCTCTCTAAGGTAGG 10
GCTGCCTCCCGTAGGAGT
Eubacteria
GCAGCCACCCGTAGGTGT 35
GCTGCCACCCGTAGGTGT

*Sondas marcadas con FITC en el extremo 5’ (Fraga y col., 2013)

detectar Streptococcus spp., dada su relevancia
en la acidosis de rumiantes. Para cada filtro, se
contaron aproximadamente 1000 células totales
(marcadas con DAPI: fluorocromo que tifie todo
el ADN de forma inespecifica). En esa cantidad
de células totales se hizo el recuento de bacterias
representantes de los diferentes grupos evaluados
y de bacterias totales (detectados con la mezcla
de sondas para Bacteria), luego conociendo la
cantidad de campos en los que se hizo el recuento
(superficie), la cantidad de muestra y dilucion uti-
lizada, se calcul6 el numero total de cada grupo

por mL de contenido ruminal.
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Analisis estadistico

Se analiz6 la normalidad en las variables evalu-
adas mediante Proc. Univariate del SAS® (SAS
Institute, Cary, USA, 2000). Los recuentos de
microorganismos no presentaron una distribuci-
on normal por lo que los datos fueron norma-
lizados mediante la transformacion a log , para
su posterior andlisis mediante el Proc. Mixed del

SAS.

Los grupos bacterianos y los valores de pH ru-
minal se compararon entre animales sometidos a
cada uno de los 2 tratamientos de alimentacion
(24h vs. 6h, Estudio 1), utilizando el modelo Y

=p+T+B,+e,, dondeY, eslavariable depen-
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diente, p es la media general, T, es el efecto fijo
del tratamiento (24h vs. 6h) en , réplicas animales
(n =3 borregos), B, es el efecto aleatorio del blo-

que (=3 bloques) y €, €8 el error residual.

Los recuentos de diferentes grupos bacterianos
ruminales, y los valores de pH ruminal entre ani-
males con acceso restringido al forraje (Estudio
2) a diferentes horarios luego del comienzo de la
ingesta se analizaron como medidas repetidas so-
bre el animal de acuerdo al modelo Y, =n+H,
+ Bj te, donde Yl,jk es la variable dependiente,
u es la media general, H, ¢l efecto fijo hora (h 0,
4y 8) en , réplicas animales (n= 3 borregos), B,
es el efecto aleatorio del bloque (j = 3 bloques),
ye,es el error residual. Las medias de los datos
de los diferentes horarios (hO, h4 y h8) fueron
comparados mediante el test de Tukey. Se acep-
taron como diferencias significativas valores de
P< 0,05 y como tendencia valores de P mayores

a 0,05 y menores a 0,1.
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RESULTADOS

Estudio 1

El recuento de bacterias para los animales con 24
h de acceso al alimento se situ6 en 4,5 x 10'° cel/
mL y el de los animales con acceso restringido en
4,37 x 10'%cel/mL. La restriccion en el tiempo de
acceso no afecto esta variable (P> 0,05), pero mo-
dificé el perfil bacteriano ya que llevo a variaciones
en algunos grupos (Cuadro 2). Los recuentos de R.
albus, R. flavefaciens 'y S. ruminantum fueron mayo-
res en las muestras correspondientes a los animales
del grupo 24h que en aquellas de los animales del
grupo 6h (Cuadro 2), mientras que las poblaciones
de M. elsdenii, Propionibacterium spp., y Streptococcus
spp., no fueron afectadas por los tratamientos. No
se registraron diferencias en el pH ruminal entre

los animales de ambos tratamientos.

Estudio 2.

En el Cuadro 3 se presenta la evolucion diurna
del nimero de microorganismos y del pH ruminal
en los animales alimentados durante 6 h por dia.
Como se observa, si bien el pH ruminal fue menor
alahora 4y 8 en relacion a la hora 0 desde el ini-
cio de la ingesta, los recuentos de bacterias totales,
tendieron a ser menores a las 4y 8 h (P = 0,077)

sin diferencias para las distintos grupos bacteria-

nos analizados.
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o

Cuadro |l. Recuentos absolutos de microorganismos ruminales (log,, promedio de células/ )

mL) y pH ruminal en animales alimentados con forraje fresco durante 24h o 6h por dia —

-

Tiempo de acceso al forraje E

ESM P =

24h 6h o
Eubacterias 10,4 10,1 0,13 0,145
M. elsdenii 9,63 8,76 0,36 0,166
Propionibacterium spp. 8,98 8,64 0,14 0,215
R. albus 9,13 8,74 0,10 0,052
R. flavefaciens 9,08 8,71 0,09 0,041
S. ruminantum 8,89 8,37 0,08 0,008
Streptococcus spp. 7,86 7,88 0,14 0,924
pH 6,75 6,77 0,10 0,842

SEM: error estandar de las medias; para cada fila letras diferentes entre medias son diferen-
tes significativamente (P < 0,05).

Cuadro [ll. Recuentos absolutos de microorganismos ruminales (log,, promedio de c¢lulas/
mL) y pH ruminal en animales alimentados durante 6 h a las horas 0, 4 y 8 desde el inicio de la
ingesta
Tiempo desde el inicio de la ingesta
ESM P
Oh 4h 8h
Eubacterias 10,44~ 10,09¥ 10,20¢ 0,08 0,077
M. elsdenii 8,83 8,76 9,07 0,27 0,723
Propionibacterium spp. 8,85 8,64 9,18 0,24 0,302
R. albus 8,96 8,74 9,10 0,21 0,527
R. flavefaciens 8,90 8,71 9,14 0,35 0,716
S. ruminantum 8,91 8,37 8,91 0,30 0,408
Streptococcus spp. 7,87 7,88 8,11 0,24 0,747
pH 7,27 6,51° 6,52° 0,18 0,006

SEM: error estandar de las medias; para cada fila letras diferentes entre medias son diferentes significativamente
(P<0,05).
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DISCUSION

El tiempo de acceso al forraje no afectd la
cantidad de bacterias totales. Los recuentos de
bacterias totales que se ubicaron en torno a 10"
células/mL de contenido ruminal, se encuentran
dentro de las cantidades descritas en la literatu-
ra (Kamra, 2005; Arcuriy col., 2011). Algunos
grupos bacterianos fueron afectados en forma
importante por la restriccion. En particular, las
especies fibroliticas R. flavefaciens y R. albus

se vieron significativamente disminuidas en los
animales que consumieron pastura solamente
durante 6 h al dia. Las bacterias fibroliticas son
sensibles a variaciones en el pH ruminal y de-
penden del N-NH, ruminal ya que lo utilizan
como principal fuente de nitrégeno (Bryant y
Robinson, 1961; Grant y Mertens, 1992). En
este experimento los valores de pH ruminal fue-
ron cercanos a la neutralidad y similares entre
tratamientos. Por otra parte no se observaron
diferencias entre tratamientos en las concentra-
ciones de N-NH.. En el otro estudio derivado de
este mismo experimento mencionado, en el que
se determing la concentracion de N-NH, durante
24 h, la concentracion media fue de 23,7 y 23,5
mg/dL (para animales alimentados durante todo
el dia o durante 6 h/d, respectivamente), ubican-

dose los valores minimos en niveles superiores
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a 16 mg/dL (Pérez-Ruchel y col., 2013), lo que
se situa por encima de los niveles minimos ne-
cesarios para el Optimo crecimiento microbiano
(Satter y Slyter, 1974). Ninguno de estos dos
factores (pH y concentracion de amonio) parece
haber estado relacionado con la menor concen-
tracion de bacterias fibroliticas observadas en
este experimento, por lo que estos grupos serian
sensibles a otras variaciones del ambiente rumi-
nal. Consistentemente con el resultado anterior,
cuando se evalu¢ la actividad fermentativa del
indculo ruminal de estos mismos animales sobre
un sustrato fibroso (paja de trigo) mediante la
técnica de produccion de gas, se observé que

el inoculo de los animales alimentados durante
6 h/d present6 una menor actividad, generando
menor volumen de gas (Pérez-Ruchel y col.,

2013).

Otra especie afectada por la restriccion alimenti-
cia fue S. ruminantium, bacteria muy importante
en el control de la acidosis subclinica ya que es
capaz de consumir lactato y producir propionato
(Strobel and Russell, 1986) que se absorbe por
la pared ruminal. Este resultado podria estar in-
dicando una situacion mas desfavorable para las
bacterias consumidoras de lactato en aquellos

animales sometidos a restriccion.
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La disminucion observada en las especies de bac-
terias fibroliticas estudiadas y en S. ruminantium
(consumidora de lactato), podria explicarse por
la menor disponibilidad de sustratos (dada por un
menor consumo de MO) y/o por el menor tiem-
po de retencion del alimento en el rumen, am-
bos resultados observados por Pérez-Ruchel y
col. (2013) en este mismo experimento para los
animales alimentados durante 6 h en comparaci-
on con los alimentados durante todo el dia. En
este sentido, es de considerar el hecho de que las
bacterias fibroliticas, ademas de presentar eleva-
dos tiempos de generacion, deben adherirse a la
particulas de la fibra vegetal para poder digerirla
(Krause y col., 2003), lo que haria mas sensible
a este grupo a disminuciones en el tiempo de re-

tencion ruminal.

En los animales alimentados durante un periodo
de tiempo restringido, el numero de bacterias to-
tales tendio a ser inferior a las 4 y 8 horas desde
el inicio de la ingesta, respecto a la hora 0. Este
resultado coincide con lo reportado por Lascano
y col. (2009), quienes evaluando diferentes nive-
les de concentrados y de levaduras en vaquillo-
nas lecheras, encontraron que los recuentos de
células viables disminuyeron desde el inicio de la
alimentacion hacia la hora 4 y al mismo tiempo

aumentaron las células muertas. Segun Arcuri y
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col. (2011), a partir del inicio de la ingesta ocur-
riria una reduccién en el nimero de microorga-
nismos por mL de contenido ruminal debido a un
aumento en la dilucion del mismo causada por el
ingreso de alimento fresco, agua y saliva al reti-

culo-rumen.

CONCLUSIONES

El tiempo de acceso de los anmales al forraje
afectd la microbiota ruminal. La restriccion en el
tiempo de acceso al forraje disminuy6 las canti-
dades por mililitro de contenido ruminal de las
bacterias fibroliticas y consumidoras de lactato
estudiadas. Estos cambios se produjeron sin mo-
dificaciones del pH ruminal, y podrian tener rela-
cion con un transito digestivo mas acelerado. En
los animales que fueron alimentados durante 6 h
por dia, si bien el nimero de bacterias totales fue
menor a las horas 4 y 8 en relacion al inicio de la
ingesta, no se encontraron diferencias entre horas

en los grupos bacterianos estudiados.
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