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RESUMEN

El metano derivado de la fermentacion entérica es el gas con mayor impacto ambiental
emitido por los rumiantes, su contribucién a nivel mundial es alrededor de un tercio de las
emisiones antropogénicas. Ademas, se considera que alrededor del 2 al 12 % de la energia
consumida por los rumiantes se puede metabolizar a metano. La lovastatina (Lv) es un
inhibidor de la 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) reductasa, enzima limitante en la
biosintesis de poliprenoles, los cuales son importantes para mantener la funcion y estructura
de la membrana de las arqueas metanogénicas (MA). Por lo tanto, el objetivo principal de
esta tesis fue evaluar los efectos in vitro de Lv sobre la inhibicion de la produccion de
metano, otros productos finales de fermentacion, y la microbiota ruminal.

La investigacion se dividio en tres fases. En la Etapa 1, se evaluo la produccion de
Lv en fermentacion en estado sélido (FES) y su efecto sobre la mitigacion de metano ruminal
in vitro. Ademas, se comparo el efecto de Lv pura contra la monensina (MON) y el acido
bromoetano sulfénico (BES) sobre la inhibicion de metano ruminal y concentracion de acidos
grasos volatiles (AGV). Durante la Etapa 2, se realizé secuenciacion de la region V4 del gen
16S rRNA de las muestras de tratamientos anti metanogénicos que usaron rastrojos de
avena fermentado (RAF) como portador de Lv. También se analiz6 el efecto de la Lv pura
con una dieta e in6culo de bovinos productores de leche. Adicionalmente, se evalué6 la
remocién de Lv bajo estas condiciones. En la Etapa 3, se realiz6 el andlisis bioinforméatico y
de estadistica multivariada.

Los resultados demostraron que la FES del rastrojo de avena con la cepa A. terrreus
CDBB H-194 a los 16 dias obtuvo el mayor rendimiento de Lv 23.8 mg/g MS.
Posteriormente, la suplementacion del RAF como portador de Lv en una dieta alta en grano
sugirié que se requiere menos de 20 % de RAF en una dieta para alcanzar hasta 38 % de
mitigacion de metano ruminal in vitro. El perfil de metabolitos finales de fermentacion ruminal
resultd en un decremento de la produccion total de AGV, pero indujo a un incremento
significativo en la proporcién molar de propionato respecto al control.

Por otra parte, la Lv pura (>97 %) demostré efectos alentadores sobre la mitigacién
de metano ruminal (43.56 %), sin afectar la produccion total y perfil de AGV. No obstante,
la dosis para obtener este resultado fue muy alta en comparacion con otros tratamientos
(MON y BES). En este contexto, 72 % de Lv fue removida en condiciones de cultivo
anaerobio con in6culo ruminal y una dieta para bovinos durante incubaciones a corto plazo
(3 dias).

La caracterizacion de comunidades microbianas indicé que el tratamiento RAF (Lv,
150 mg/L) no tuvo efectos significativos sobre los indices de alfa y beta diversidad. Sin
embargo, se encontraron diferencias (P < 0.05) en la abundancia relativa de algunos
microorganismos, un incremento en el género Ruminococcus y una disminucién en el
género Prevotella asociadas al tratamiento RAF. Las AM predominantes (99 %) en todas
las muestras pertenecieron al género Methanobrevibacter. Interesantemente, los datos
obtenidos muestran que la reduccion de la abundancia relativa del filo Euryarchaeota (39.17
%) fue muy cercana a la mitigacion de la produccion de metano ruminal (38 %).
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ABSTRACT

Methane from enteric fermentation is the gas with the greatest environmental impact emitted
by ruminant livestock and contributed almost one-third of global anthropogenic emissions.
Also, it is considered that around 2 to 12 % of the total energy consumed by ruminants can
be metabolized to CH4. Lovastatin (Lv) is an inhibitor of the 3-Hydroxy-3-methylglutaryl CoA
(HMG-CoA) reductase. The latter is the rate-limiting enzyme for the mevalonate pathway
and is required for the biosynthesis of polyprenols which have a significant role in maintaining
the membrane structure of the methanogenic archaea (MA).

Therefore, the objective of this thesis was to assess the in vitro effects of Lv on
methane inhibition, fermentation end-products, and rumen microbiota.

The investigation was divided into three phases. In Stage 1, the Lv production by solid
state fermentation (SSF) and its effects on the in vitro rumen methane production were
evaluated. Another experiment was carried out to determine the effect of pure Lv on in vitro
methanogenesis and volatile fatty acids production (VFA) in comparison with monensin
(MON) and bromoethane sulfonic acid (BES). During Stage 2, selected samples of in vitro
trials with fermented oat straw (FOS) as Lv-carrier were examined using V4 region of 16
rRNA gene amplicon sequencing. Additionally, the anti-methanogenic effect of pure Lv was
assessed with rumen inoculum and a diet from dairy cattle as well as the degradation of Lv
under these conditions. In Stage 3, bioinformatic and multivariate statistical analysis were
performed.

The results showed that the SSF of oat straw with the A. terreus CDBB H-194 strain at
16 d of incubation time gave the highest lovastatin yield (23.8 mg/g DM). Then, the
supplementation of fermented oat straw (FOS) as a Lv-carrier to a high grain diet suggested
that less than 20 % of FOS was required in the ration to achieve up to 38 % of methane
mitigation. The rumen VFA profile resulted in a decrease in the total production, but the FOS
treatment induced a significant increase in the molar proportion of propionate with respect to
the control.

On the other hand, pure Lv treatment (> 97 %) demonstrated promising effects on
rumen fermentation pattern in terms of methane mitigation (43.56 %) without affecting the
VFA production. However, the dose of pure Lv to obtain this result was very high compared
to MON and BES treatments. In this context, 72 % of Lv was removed under anaerobic
culture trials that used ruminal inoculum and a bovine diet during short-term incubations (3-
d).

The characterization of microbial communities suggested that the FOS treatment (Lv,
150 mg/L) did not result in significant differences in the alpha and beta diversity indices
compared to the control. However, significant changes in the relative abundance of some
microorganisms were detected, such as an increase in Ruminococcus and a decrease in
Prevotella. The predominant MA (99 %) in all samples belonged to the Methanobrevibacter
genus. Interestingly, the reduction of relative abundance of MA was (39.17 %) very close to
the percent reduction of CH4 production (38 %).
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1. Introduccion

Recientemente, la contribucion de los rumiantes a las emisiones de gases de efecto
invernadero (GEI) ha tomado amplia relevancia. Estos gases se producen mayormente de
la fermentacion entérica ruminal (Herrero et al., 2016). EI metano es el gas con mayor
impacto ambiental emitido por los rumiantes y después del CO2, es el gas de efecto
invernadero (GEI) mas abundante. El poder de calentamiento global del CH4 es 28 a 84
veces mayor al COz2, en escala de 100 y 20 afios, respectivamente (Myhre et al., 2013) y
tiene un periodo de vida atmosférico de 12.4 afios (Saunois et al., 2020). Se ha estimado
gue las emisiones de metano ruminal y derivados del manejo de heces para el periodo 2008
- 2017 fueron de 11 Tera gramos CHa/ afio, lo que contribuy6 con un tercio de las emisiones
globales antropogénicas de metano (Saunois et al., 2020). Por otra parte, se considera que
el CHa representa una pérdida alrededor de 2 al 12 % del total de la energia consumida en
los alimentos por los rumiantes (Johnson y Johnson, 1995).

A su vez, las emisiones a nivel mundial de GEI provenientes del sector ganadero en el
periodo de 1995 a 2005, fueron de entre 5.6 y 7.5 Giga toneladas de CO2 equivalente por
afno. Esto representa ~ 14.5 % del total de las emisiones antropogénicas de GEI (Herrero et
al., 2016). En México para el afio 2015, de acuerdo con el Inventario Nacional de Emisiones
de Gases y Compuestos de Efecto Invernadero (INECC, 2018) los rumiantes domésticos
(bovinos, ovinos y caprinos) produjeron 52,562 Giga gramos de CO:2 equivalente derivado
de la fermentacion ruminal.

En general, los principales productos de la fermentacién ruminal son acidos grasos
volatiles (AGV) y proteina microbiana, éstos se absorben en el sistema digestivo y se

incorporan al metabolismo del animal hospedero (Krause et al., 2003). No obstante, algunos



metabolitos finales de la fermentacion como el CO2 e Hz no se absorben en rumen. En este
caso, el Hz es utilizado para reducir el CO2 a CHas por arqueas metanogénicas (AM), este
altimo es eructado por el animal a la atmosfera (Tapio et al., 2017).

Por esta razén, se han evaluado distintas estrategias para mitigar las emisiones de
metano entérico ruminal. Inicialmente con practicas de nutricion animal mediante
suplementacién de lipidos, dietas con mayor contenido de granos, y forrajes de mejor
calidad (Beauchemin et al.,, 2020). También destacan algunos fitocompuestos como los
metabolitos secundarios de las plantas (e.g. saponinas, taninos, flavonoides) los cuales han
sido evaluados ampliamente (Patra et al., 2017).

Por otra parte, se encuentran los inhibidores enzimaticos de la metanogénesis, los
cuales se pueden dividir en: (i) analogos de la coenzima M: acido bromoetanosulfonico, 2-
cloroetanosulfonato y 3-nitroxipropanol (Liu et al., 2011); (ii) inhibidores de la 3-Hidroxi-3-
metilglutaril CoA (HMG-CoA) reductasa: lovastatina (Lv) y mevastatina (Miller y Wollin
2001). La HMGCoA reductasa es una enzima clave para la reduccion de la HMGCoA a
mevalonato, ésta Ultima es la ruta de sintesis de isoprenoides, los cuales conforman la
membrana de las AM (Gottlieb et al., 2016). Asi, la Lv podria ser una estrategia para mitigar
la produccion de CHa ruminal. Sin embargo, los resultados asociados a este inhibidor
metanogénico son escasos Yy no existe un juicio general sobre la mitigacion de metano

ruminal in vitro.

1.1. Fermentacion ruminal
El rumen es el compartimiento mas grande del sistema digestivo de los rumiantes. Este
sistema de fermentacion continua permite la entrada alimentos y remocion de la parte no

digerible de estos, asi como también la absorcion de metabolitos. Las principales
2



condiciones del ecosistema ruminal se presentan a continuacion (Kumar et al., 2015;
Nagaraja, 2016):

1. Suministro contino de alimento y de agua que mantiene un constante contenido de
materia seca (MS) 10-18 %.

2. Reduccidén del tamafio del alimento mediante la masticacion y la rumia.

3. Temperatura (38 — 42 °C) ideal para el crecimiento de hongos, bacterias, protozoarios y
AM.

4. pH de 5.5 - 7.0, este intervalo se mantiene debido a la secrecion de bicarbonato en la
saliva, asi como también por la absorcion de los AGV en el epitelio ruminal.

5. Anaerobiosis, el potencial redox es de 150 — 300 mV.

6. Osmolaridad (250-350 mOsm / kg), la cual se mantiene a través de intercambio del fluido
ruminal con el fluido sanguineo

7. Suplementacion y recirculacién de nutrientes (urea y fosforo) via saliva y también de la
difusién mediante las paredes del rumen, ademas de la presencia de factores de crecimiento
microbiano (aminoacidos, acidos grasos de cadena larga, purinas y pirimidinas).

8. Remocion de productos finales de fermentacion mediante eructos (CO2, 65 %; CHa, 27
%; N2, 7 %) y por difusion atenuada de los AGV al torrente sanguineo.

Normalmente, los alimentos que consumen los rumiantes tienen alto contenido
lignocelulésico, las bacterias y hongos degradan parte de la materia organica a monémeros,
posteriormente éstos son fermentados a AGV, Hz, CO2, y CHs4 (Weimer, 1998; Owens
Basalan, 2016). Las rutas metabdlicas implicadas en la fermentacién de carbohidratos se

muestran en la figura 1.
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Figura 1. Las rutas metabdlicas implicadas en la fermentacion ruminal de carbohidratos
(adaptada de van Houtert, 1993).



Los microorganismos del rumen secretan distintas celulasas (endo B-l,4-glucanasa,
exo B-l,4-glucanasa y B-1,4 glucanasa), las cuales en sinergia descomponen la celulosa en
oligosacaridos y posteriormente son hidrolizadas a glucosa (Lian et al., 2020).

La hemicelulosa es degradada a xilano por enzimas endo y endo xilanasas (Dodd et
al.,, 2010) principalmente de bacterias del género Celulomonas, Fibrobacter, y
Ruminococcus, asi como por hongos del género Neocallimastix, Orpinomyces, y Piromyce
(Lian et al., 2020).

El almidén es degradado rapidamente a glucosa, glucosa 1 fosfato, maltosa, y cadenas
lineales de a 1-4 glucanos por enzimas (e.g. a amilasa,  amilasa, polulanasa) de bacterias
amiloliticas, Streptococcus bovis, Ruminobacter amylophilus, Selenomonas ruminantium,
Prevotella ruminicola (Gémez et al., 2016; Harlow et al., 2017).

En el rumen, el 90 % de las hexosas son metabolizadas a piruvato por via glucolisis,
mientras que otras moléculas de glucosa utilizan la ruta de las pentosas (Ungerfeld, 2020).
A partir del piruvato se forman metabolitos finales como el acetato, propionato y butirato
(van Houtert, 1993; Owens y Basalan, 2016).

La conversion de piruvato a acetil-CoA es un paso sobresaliente (Figura 1), debido a
que los electrones generados se utilizan para formar productos de fermentacion (acetato y
butirato), o liberarse como hidrégeno metabdlico (Ungerfeld, 2020). De esta manera, la
presencia de aceptores o donadores de electrones producidos durante la fermentacién es
uno de los factores que mas influyen sobre la ruta del piruvato en la conversion a los
principales AGV. Para continuar con el metabolismo de los carbohidratos se requiere que
ciertos cofactores se re oxiden. La hidrogenasa transfiere e~ desde la ferredoxina, 2 H*

formando H2 (Greening et al., 2019).



La produccion de acetato a partir del piruvato es la ruta predominante del rumen, pero
también se puede formar fosfato de acetilo, formiato, H2 y CO2. El propionato se puede
obtener del piruvato o del lactato, pero es mas comun del succinato. El butirato es
cuantitativamente el AGV de menor proporcion, y se sintetiza del acetato o del piruvato (van
Houtert, 1993).

A diferencia de la formacién de acetato y butirato que involucran la produccién de
hidrogeno para su sintesis, la formacion de propionato consume Hz, por lo tanto, compite

con la metanogénesis por el Hz (Ungerfeld, 2015).

1.2. Metanogénesis ruminal
La mayor produccién de metano (87 %) en los rumiantes se lleva a cabo en el rumen (Murray
et al., 1976), por metandgenos que pertenecen al dominio, Archaea; filo, Euryarcheota;
orden, Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales, y
Methanopyrales (Ferry, 2010). Cabe resaltar que las cepas Methanobrevibacter gottschalkii
y Methanobrevibacter ruminantium comprenden el 74 % de las AM del rumen (Henderson
et al., 2015), éstas reducen el CO2 a CHa4 con electrones del H2 como principal ruta
metanogénica (Ferry, 2011) por lo tanto, se mencionara Unicamente esta ruta (Figura 2).

Primero, el CO:2 se activa con la enzima metanofurano (MF) y se reduce a formilo (el
donador de electrones es la ferredoxina). Esta reaccion es endergonica catalizada por el
gradiente electroquimico a través de la membrana citoplasmatica (Ferry, 2010).

Durante el segundo paso, el grupo formil (CHO) del CHO-MF es transferido a la
tetrahidrometanopterina (H4MPT), el cual es reducido a formil tetrahidrometanopterina

(CHO-H4MPT) [Fig. 2, reaccidn 2].
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Figura 2. Ruta metanogénica a partir de la reduccion de CO:2 con H: (adaptada de Ferry
2011). Notacion: Fd, ferredoxina; MF, metanofurano; CHO-MF, formilmetanofurano;
H4MPT, tetrahidrometanopterina; CH=H4MPT, metil tetrahidrometanopterina, F420,
coenzima F420; CH2=H4MPT, metil tetrahidrosarcinopterina deshidrogenasa; CH3-
H4M(S)PT, metil transferasa; HSCoM, coenzima M; H4AM(S)PT, tetrahidrosarcinopterina;
CH3-SCoM, metil coenzima M; HSCoB, coenzima B; CoMS-SCoB, reduccién del disulfuro
de la coenzima My la coenzima B.

Posteriormente, el grupo metilo de la metil tetrahidrometanopterina (CH=H4MPT) se
transfiere desde la metanopterina a la Coenzima M (HS-CoM). Esta reaccion exergonica
estd acoplada a la formacion gradiente de iones de sodio [Fig. 2, reaccién 3]. A continuacion,

se lleva cabo dos reducciones, la Fa20 dependiente de la enzima Metil-HAM(S)PT:CoM

transferasa (Mtr) cataliza la reaccién 3a, y la enzima metil HAMPT deshidrogenasa



independiente de la coenzima F420 (Hmd) cataliza la reaccion 3b (Figura 2) donde utilizan
H2 como donador de electrones, la Mtr se utiliza en la reaccion 4, lo cual culmina con CH3-
H4AM(S)PT (Ferry 2010).

La HAM(S)PT es transferida a la HS-CoM seguido de la desaminacion reductiva de la
CH3-S-S-CoB a CH4 con electrones donados de la HS-CoB [Fig. 2, reaccién 5]

La HS-CoB funciona como donador de electrones para la reduccién de metil-S-CoM
(HSCoM) en la reaccion final, la cual es catalizada por la metil-CoM reductasa [Fig. 2
reaccion 5], lo que finalmente produce CHas (Ferry, 2011).

De tal manera que un mol de COz2 es reducido a CH4 como se muestra la siguiente

ecuacion (Ec.1) (Ferry, 2010):

CO2 + 4H2 = CHa4 + 2H20 AG’0 = — 131 kJ/mol CHas (1)

Cabe resaltar algunas de las coenzimas involucradas en la metanogénesis: la Fa2o,
acarreador central de electrones en el citoplasma de metandgenos; la Coenzima B, donador
de electrones en el Ultimo paso de la metanogénesis; la Coenzima M, MF y la HAMPT son
portadores de grupos carbono (C1) intermediarios en la metanogénesis (Deppermeier y

Muller, 2007).

1.3. Clasificacion y estructura de las estatinas

Las estatinas se clasifican en tres categorias: (i) estatinas naturales, producidas
principalmente por hongos, por ejemplo, Lv y prevastatina, (ii) estatinas semisintéticas,
éstas son derivadas de las estatinas naturales mediante sintesis quimica como la

simvastatina, y (iii) estatinas sintéticas, las cuales no son producidas biolégicamente o por
8



la sintesis quimica de las estatinas naturales, e.g., rosuvastatina, pitavastatina,
atorvastatina, fluvastatina, y cerivastatina.

Las estatinas tienen en comun la siguiente subestructura, un quiral B- hidroxi-y-lactona
0 su analogo en forma abierta, el acido 3,5,-sin-diol, con dos estereocentros (Kajdic et al.,

2019; Figura 3).
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Figura 3. Hidrélisis de lovastatina y similaridad entre las estructuras quimicas de la
lovastatina B-Hidroxiacido y la HMGCoA. (a) lovastatina lactona, (b) lovastatina B-
Hidroxiacido, (c) HMGCOoA, y (d) Mevalonato. Adaptado de Syed y Ponnisamy (2018).

La formula empirica de la Lv es C24H360s, tiene un peso molecular de 404.5 g/mol, y
es casi insoluble en agua 0.4 mg/L (Goswani et al.,, 2012). La Lv exhibe solubilidad
moderada en metanol, etano, acetonitrilo, y es altamente soluble CHCIs3 (Ying et al., 2018).

La Lv pura se comercializa en su forma lactona (LA) “pre-farmaco inactivo”, la cual es

insoluble en agua y con gran capacidad para atravesar las membranas biolégicas (Zhang et



al., 2015; Kajdi¢ et al., 2019). No obstante, existen algunas formas para activarla en su forma

activa p-hidroxiacido (HI), la cual es soluble en agua (Yang et al., 2006; Figura 3).

1.4. Lalovastatina como estrategia para inhibir las arqueas metanogénicas

Las membranas de las AM y eubacterias estan formadas por una bicapa o0 monocapa de
moléculas de lipidos que forman una matriz en la que se encuentran varias proteinas
(Konings et al., 2002). A diferencia de eubacterias y eucariotas, las arqueas tienen cadenas
laterales de isoprenoides unidas al glicerol mediante enlaces de tipo éter (SQOstar et al.,
2012). Algunas arqueas contienen lipidos en su membrana donde la unidad fundamental
puede sufrir una dimerizacién intermolecular formando un par de hidrocarburo isoprenoide
C40 ligado a di glicerol. Las arqueas sintetizan lipidos isoprenoide unidos por enlace éter,
caracteristica Unica de este dominio (Figura 4a), los cuales forman la unidad estructural de
sus membranas (Knappy et al., 2011). Con base en lo anterior, una estrategia para inhibir
el crecimiento de AM es mediante el uso de compuestos que inhiban una etapa clave en la
sintesis de unidades isoprenoide.

Las estatinas se pueden producir del metabolismo secundario de hongos
filamentosos, los principales productores son Aspergillus terreus y algunas especies del
género Monascus (Goswami et al., 2012; Bizukojc y Gonciarz, 2015). La Lv es una estatina,
que en su forma B hidroxiacido es un inhibidor competitivo de la HMGCOoA reductasa, enzima
gue realiza la conversion de HMGCoA en acido mevalonico (Figura 4b). Esto dltimo a su
vez es el paso limitante en la sintesis de pirofosfato de isopentenilo, precursor de moléculas
importantes como: colesterol, unidades de isopreno, terpenos, etcétera (Suzuki y Imai,

2010).
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Como se describid, las AM contienen cadenas largas de isoprenoides como
componente principal de su membrana celular, las cuales son sintetizadas a partir de
mevalonato, este es el precursor clave para la sintesis de isoprenoides en AM. Lv inhibe la
HMGCOoA asi disrumpe la sintesis de la membrana celular, impide la cadena respiratoria de
la metanogénesis unida a la membrana y afecta negativamente el crecimiento de
metanogenos (Miller y Wolin, 2001; Gottlieb et al., 2016).

Otro mecanismo mediante el cual la Lv podria inhibir las AM, es a través de la inhibicion
de enzimas que participan en la reduccidbn del CO:2 durante la metanogénesis,
especificamente aquellas que requieren de la coenzima Faz0 (Sharma et al., 2011).
Experimentos de acoplamiento de proteina-ligando in silico sugieren que la Lv puede tener
una mayor afinidad por el sitio de union a la Fa2o en este tipo de enzimas que la misma
coenzima Fa20. Esta coenzima se une como grupo prostético al sitio activo de la enzima
como normalmente ocurre en la naturaleza. Sin embargo, un estudio de prediccion de
inhibidores revelé que la Lv tiene una afinidad de reaccion de -22.07 Kcal/mol y la
mevastatina una afinidad de reaccion de -21.91 kcal/mol. Esto indica que existe mayor
afinidad por la estructura modelo de la enzima oxidorreductasa NADP en comparacion con
el de la coenzima Fazo, la cual tan solo mostré una afinidad de reaccion de -14.40 Kcal/mol.
A su vez, esto sugiere que la Lv y la mevastatina pueden actuar como inhibidores
potenciales de la proteina oxidorreductasa NADP dependiente de Fa2o alterando los pasos
de la ruta metanogénica en los que se encuentre involucrada la coenzima Fazo (Sharma et
al.,, 2011). Sin embargo, la evidencia experimental de este mecanismo alterno es muy

limitada (Muskal et al., 2016).
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Figura 4. Biosintesis y composicion de la membrana de arqueas metanogénicas. (a) Ruta
del Mevalonato para producir lipidos isoprenoides de la membrana de las arqueas; (b)
Mecanismo inhibitorio de la lovastatina sobre la HMG-CoA reductasa, enzima responsable
de la conversion de la HMG-CoA a Mevalonato. Adaptada de Jain et al. (2014).
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1.5. Efecto de la lovastatina sobre la producciéon de metano ruminal

Una limitante de la Lv en la alimentacién de rumiantes es su costo (7.5 USD $/g grado
industrial, Mulder et al., 2018, Sigma-Aldrich, St. Louis MO). Por lo tanto, se han evaluado
algunas alternativas economicas para producir Lv, entre las cuales, la FES es uno de los
bioprocesos mas promisorios.

Una ventaja de la FES aplicado a la nutricibn animal radica en los sustratos, los
cuales una vez fermentados pueden ser utilizados como portadores de Lv, y posteriormente
incorporarse a las raciones para rumiantes como suplementos anti metanogénicos (Jahromi
et al., 2013, Morgavi et al., 2013, Abrego-Garcia et al., 2021).

Se han evaluado diferentes residuos y productos agricolas para producir Lv mediante
FES, pero en este apartado solo se menciona brevemente los resultados de experimentos
donde los rastrojos fermentados fueron usados para mitigar la metanogénesis ruminal.
Interesantemente, todas las cepas valoradas pertenecen a Aspergillus terreus. En la FES
del rastrojo de avena se obtuvo rendimientos de 0.26 y 0.69 mg/g MS Jahromi et al. (2013)
y Mohd Azlan et al. (2018), respectivamente. A pesar del alto contenido de fibra en el rastrojo
de arroz, los resultados con base en la produccion de Lv son similares a los obtenidos en
grano de arroz 0.57 mg/g MS (Morgavi et al., 2013). Otro substrato de FES fue la torta de
palmiste, en la cual se tuvo un rendimiento maximo de 0.85 mg/g DM (Candyrine et al.,
2018) y finalmente, en el rastrojo de avena con el rendimiento de Lv mas alto 23.8 mg/g MS
(Abrego-Garcia et al., 2021). En general, estos resultados sugieren un rendimiento de bajo
a moderado de Lv en comparacion con experimentos dirigidos especialmente a producir

estatinas (Mulder et al., 2015).
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1.5.1. Experimentos in vitro

Se ha demostrado que la Lv tiene un efecto inhibitorio sobre la produccion de CH4 en cultivos
puros de AM. El Cuadro 1 reune la informacion sumaria de los antecedentes relevantes. El
trabajo pionero de Miller y Wolin (2001) demostré que la adicion de Lv (4 pg/mL) en medios
anaerobios con cepas del género Methanobrevibacter aisladas del rumen, en co-cultivo con
bacterias fibrinoliticas/celuloliticas disminuyd 80 a 100 % el crecimiento de las cepas
Methanobrevibacter y redujo significativamente su producciéon de CHa4. Estos resultados
fueron confirmados por Demonfort et al. (2017) quienes en cultivos puros de AM y bacterias
del sistema digestivo de humanos inhibieron completamente la metanogénesis con Lv (4
pg/mL). Por su parte, Jahromi et al. (2013b) en un experimento bajo condiciones similares
a los anteriores reportaron que la cepa Methanobrevibacter smithii tuvo una inhibicion de
metano (96 %) con una dosis 12 veces mayor de Lv (50 ug/mL).

Lamentablemente, los resultados asociados al efecto anti metanogénico de la Lv pura
en fermentaciones de consorcios microbianos ruminales y sustratos complejos (dietas para
rumiantes) a nivel in vitro son inconsistentes (Cuadro 1). Primero, dosis bajas de Lv pura (<
5 mg/L) no muestran efecto inhibitorio de la Lv sobre la metanogénesis ruminal (Busquet et
al., 2005; Obrien et al., 2014). En contraste, dosis mayores de 100 mg Lv/L confirman un
efecto significativo sobre la mitigacion de CH4 ruminal (Soliva et al., 2011; Joch et al., 2021).

Por otra parte, los resultados de fermentaciones ruminales donde se evaluaron los
rastrojos agricolas como portadores de Lv sugieren inhibiciones significativas de metano a
un rango mas amplio respecto a la dosis de Lv (Jahromi et al.,, 2013; Khonkhaeng y

Cherdthong, 2020; Abrego-Garcia et al., 2021).

14



sa|llejoA SoSeIb sopioe; ‘opelnuaducd ‘alellol uoe|al, ‘opelodal oNe ‘oARIIIUGIS ON; ‘BI8S BLISIRLU B] 8P 01IA Ul pepIignsabip,

[EUIWNI opIng “0jn3ou]| . Em”cmu [EUNLINI UOITEJUSLLIE) B 21005

(05:06) 21 UDIIE[2 UDD BJP ‘DJEASNS 23 _.__m_um._m.._ Blaig ole 2p aP20E |2 U2 SOpEUOIUD

{500z 18 12 1enbsng +'Z8 SN g (yapeq) ouspdoadiod sogn) “enuda) ouLOg B sojsanduwod sounbie senjeng

[EUILINI OpINg. -CN3IoU]| opequsouod L [EUILLIN S1sauaboUe]aL

(05°0%) sseibalu ouay elEIg e| augos ofe ap apaoe A

LLOZ s Baj0S HH 0¥ o5k 37 'epeqas £ elos ‘sseifall ouay ‘ojRnsnS oumog Ewy  sound sajuaucdwoD soues JEnEn]

DALISNY ewasis eduda |

[EUILIN OpINY -on30u| a3 :u_um_me%_mH”U_ [EUILLN Sisausboue}sL B] Jronpad

FLOZ JBja uang o Gt SN L (05:05) 21 'epegas A ols “sseibail ojenEns H . pled soappe sajuasayp Jeledweon
: senifojouss se|ejog Jemuds ) QUIADA ey
) {D9°0F)

[EUILLNI OpINY -0jnou) pI-4 UORE[R) (BRI [eU FHD ap uoianpoad

ELOZ 18 J2 IWoser HH Fc £F zoue ap ofolsel ojensns -
sepelqes ouptn 2p sebuusl -eouoa | QUIAG] JEIINY 2GS 53 US EPRNPOI A7 Jenjead
[EUILUNY OpIRY -ON30U| [ elp e sa2an ZT

FLOZ T2 J2 nebiop ) ¥'E g ByE)|e 2p oualy ClBeNsnS ouaH Ejaig
ajebuny soqn) “enuda | SOULND [ELUY

4O 2p uoronpoud B 2ugos sobuoy
2P SOUBPUNIDS SOJICTRaW JENEA]

sojEjuBWLRdXe SejoiD A [eLILUTL OpINYL Uo0D SopuBLLLBdX]

YIS By -ojnaou
. (AUewI=S) ‘ZWST) | YIIES :OARIN3 3P OIP3Y YRS Y 3P sisauaBouelaw el
GELOZ 8 12 Wolyer N 00l 05 eeolBojarss Sel2100 Eios] BI008 611 13 EpronpON AT TBIEA
Jajaequasgousygaiy ap seand sedao tomnaou) seanbie ap sound
LOOT ‘unops & e HN 66 ¥ NHE OMYNZ 3p oIpapy SOANT 3P "HD 9P uoonpodd
spebuny sognj “eauog | B 2105 eind A7 Jenjeag
¥ o ‘SOUBIINY S2I9S 5P EJOIGoDm &

00l YIS Jy -oinaou]
910z 72 2 Louowag HM Q¥s :onyn3 Sp oIpayy ma._mm.:_ﬂms%w s o o
speBuny sogny e | TE| 8P 0233 3 JEnjeny
seauabouelaly seanfue Lod sojusLWLBdxg

[ GooueRw  (BW Al

EpUaIRlEY SNAID 3P UDIIGIY| siso(] o Ul eAWZ) By 2p ugdugsag  [HURULadK EjaIp omalan

 JopEuop ey

QJJA U1 [RUILLNI OUBJBW 8p uQioonpoid ] 81g0os BUNBISEAQ| B] 8P 0129]3 '} 0Jpen,)

15



1.5.2. Experimentos in vivo

Los experimentos in vivo donde se evaluo la mitigacién de metano ruminal asociada a la Lv
utilizaron principalmente rastrojos fermentados como portadores de Lv. El Cuadro 2 resume
la informacién de esas investigaciones.

Los trabajos con bovinos son escasos, solo se ha publicado un articulo en la literatura
cientifica con bovinos productores de carne como modelo de estudio. Ramirez-Restrepo et
al. (2014) evaluaron con cuatro niveles ascendientes de levadura roja de arroz como
portador de Lv en la dieta, sobre el consumo de MS, ganancia de peso vivo (PV) y emisiones
de CHas de ruminal. Los resultados de esta investigacion reportan una disminucion de CHa
g/kg MS de 14.5 %, esto se obtuvo con una concentracion de Lv 0.92 mg/kg PV.

Las investigaciones con pequefios rumiantes realizadas por Morgavi et al. (2013)
estimaron el efecto de arroz fermentado como portador de Lv (dosis 2.26 mg/kg PV en
ovinos) en una dieta basada en grano y heno de arroz (relacién, 50:50). Los resultados
sugieren una disminucion de 30 % sobre la produccién de metano ruminal. Resultados
similares fueron reportados por Azlan et al. (2018) quienes evaluaron Lv producida en FES
sobre la metanogénesis ruminal de caprinos, en este experimento sustituyeron rastrojo de
arroz (40 %) por rastrojo de arroz fermentado en la dieta experimental para obtener una
dosis de Lv 4.14 mg/ kg PV, con esto obtuvieron una disminucién de CHs ruminal de 34 %.
Otro experimento bajo condiciones similares Candyrine et al. (2018) reportaron que la Lv
producida en FES (subproductos de la extraccion de aceite de palma) mezclada en dietas
para cabras, con dosis de Lv 4 y 6 mg kg/PV mitigd 11 y 20 % la produccién de metano
ruminal, respectivamente. Al respecto, Wang et al. (2016) evaluaron levadura roja de arroz,
con una dosis de Lv 4.34 mg/Kg PV, en una dieta para caprinos alta en forraje (70 %) donde

reportan una ligera disminucion de CHa4 de 13 % (g/kg MS consumida).
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Sin embargo, Klevenhusen et al. (2011) demostraron que Lv pura con una dosis menor
a las anteriores (0.94 mg/kg PV), en una dieta para ovinos alta en forraje (48.2 %) no tiene

efectos significativos sobre la metanogénesis ruminal.
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2. Justificacion

Las emisiones de metano entérico ruminal representan un tercio del total de le emisiones
antropogénicas de metano y son las mas abundantes del sector agricola-pecuario. Los
bovinos productores de carne y de leche son los que mayor alcance tienen al respecto. Por
lo tanto, sus sistemas de produccion deben reorientarse, no solo a optimizar su
productividad sino también a minimizar su impacto ambiental.

La Lv se considera una opcion para mitigar la produccion de CH4 ruminal, sin embargo,
existen dudas sobre los resultados a nivel in vitro principalmente cuando los sustratos
(dietas para bovinos) e inéculo (fluido ruminal) son complejos. Ademas, comparar a la Lv
con otros inhibidores de la metanogénesis bajo condiciones similares podria demostrar la
viabilidad de este compuesto.

Finalmente, se ha recomendado ampliamente evaluar la factibilidad de cualquier
compuesto inhibidor de la metanogénesis primero a nivel in vitro. Esto podria elucidar
posibles impactos sobre la produccién animal y medio ambiente, asi como también ayudaria

a plantear experimentos con animales.
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3. Hipdtesis general

La Lv tendra un efecto inhibitorio sobre la produccién de metano ruminal, aumentara la

concentracion de metabolitos de fermentacion, disminuira la abundancia relativa de arqueas

y no afectara la abundancia de bacterias involucradas en la degradacion de la fibra en

experimentos in vitro.

3.1.

Hipodtesis particulares

La Lv disminuira la produccion de metano ruminal de dietas para bovinos productores
de carne y leche.

La Lv aumentara la concentracion de metabolitos finales de fermentacion ruminal de
bovinos tales como AGV e Ha.

La Lv disminuira la abundancia relativa de arqueas metanogénicas y no afectara la
abundancia de bacterias que interviene en la degradacién ruminal de una dieta para

bovinos productores de carne.
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4. Objetivo general
Evaluar el efecto de la Lv sobre la produccion de metano ruminal, metabolitos de
fermentacion, abundancia relativa de arqueas metanogénicas y de bacterias involucradas

en la degradacion de la fibra en experimentos in vitro.

4.1. Objetivos particulares
i.  Evaluar el efecto de la Lv sobre produccion de metano de bovinos productores de
carne y de leche.
ii. Evaluar el efecto de la Lv sobre la concentracion de metabolitos finales de
fermentacién ruminal e.g. AGV e Ha.
iii.  Estudiar las comunidades microbianas ruminales para establecer el efecto de la Lv
sobre la abundancia relativa de arquea y bacterias, asi como profundizar la

interpretacion de estos resultados en conjunto con los de la fermentacién ruminal.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Estrategia de trabajo
Este proyecto consto de tres afios de actividades experimentales y un afio de respaldo para
escribir la tesis y articulos adicionales. La investigacion se dividié en tres fases y siete
actividades principales (Figura 5). La etapa 1 se enfocd en producir Lv mediante FES,
estandarizar una metodologia para la extraccion y cuantificacion de Lv, asi como determinar
la composicién bromatoldgica de los rastrojos antes y después de la FES. Con base a lo
anterior se seleccioné la cepa y sustrato con mejor rendimiento de Lv (CDBB H-194 y
rastrojo de avena). Posteriormente, se evaluo el efecto anti metanogénico del rastrojo de
avena fermentado como portador de Lv en una racion para bovinos productores de carne.
También, se realiz6 un experimento in vitro para evaluar Lv pura en comparacion con la
MON y el BES sobre la inhibicion de metano ruminal y concentracién de AGV.

Durante la etapa 2 se secuenciaron las muestras de fluido ruminal (actividades 2 y 3)
y se realiz6 su andlisis bioinformatico. Se analizé el efecto anti metanogénico de la Lv pura
con una dieta e indculo de bovinos productores de leche, asi como también la remocion de
Lv bajo estas condiciones. Finalmente, en la Etapa 3 enfocO principalmente al analisis
bioinformético de las actividades 2 y 3 en conjunto de resultados con técnicas de estadistica

multivariada.
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Etapa 1
Efecto de |a Ly sobre produccion
de CH, ruminal in vitro

Etapa 2
Caracterizacion de
comunidades microbianas,

Etapa 3
Analisis bioinformatico
y multivariado

Act 1. Produccion de
lovastatina en FES

Act 2. Efecto del rastrojo de
avena fermentado como
portador de lovastatina
sobre la produccion de
metano y fermentacion
ruminal.

Act 3. Inhibicion in vitro de
metano ruminal de una
dieta alta en grano con
lovastatina

Act 4. Secuenciacion por
amplicones (Act. 2y 3).

Act. 5. Analisis
bioinformatico

Act. 6. Inhibicién in vitro de
metano con lovastatina de
una dieta para bovinos
productores de leche

Act 7. Analisis conjunto de
resultados en ensayos in
vitro con técnicas de
estadistica multivariable

Figura 5. Etapas y actividades experimentales del presente proyecto doctoral.
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5.2. Actividad 1. Produccién de lovastatina en fermentacién en estado sélido

5.2.1. Disefo experimental
Se realizd un experimento para producir Lv en FES mediante un disefio factorial 22 con
medidas repetidas a lo largo del tiempo (0, 6, 12, y 16 d de incubacién), donde el primer
factor fue la cepa de Aspergillus terreus (CDBB H-194 y CDBB H-1976). El segundo factor
correspondio al sustrato (rastrojo de avena y salvado de trigo). Cada tratamiento se realizé
por triplicado. La produccion de Lv fue la principal variable de respuesta, mientras que el
tipo de cepa, tipo de sustrato y tiempo de fermentacién se consideraron como efectos fijos.
Con base al analisis anterior (mayor rendimiento de Lv) se selecciond la cepa (CDBB
H-194) para evaluar la eficiencia de degradacion lignocelulésica con ambos sustratos de

FES.

5.2.2. Mantenimiento de cultivo y suspension de las esporas

Las cepas de Aspergillus terreus (CDBB H-194 y CDBB H-1976) se obtuvieron de la
Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del CINVESTAV. Se
cultivaron en un medio PDA (potato agar dextrosa) en cajas Petri a 30°C por 6 dias.
Posteriormente se realiz6 la suspension de las esporas; se adiciond 5 mL de solucion estéril
tween-80 (0.1 %), se agité manualmente la caja Petri por 1 minuto. Las esporas fueron
contadas en una cdmara de Neubauer y un microscopio de contraste de fases, se ajustaron
a una concentracion aproximada de 107 esporas/mL, y se tomaron 2 mL de la suspension

de esporas como inoculo (Mouafi et al., 2016).
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5.2.3. Sustrato de fermentacién en estado sélido

El rastrojo de avena y salvado de trigo se obtuvieron de la granja experimental de la
Universidad Autdbnoma Chapingo, Texcoco, Edo. de México. El rastrojo de avena fue molido
y se utilizé una criba de 0.4 cm de didmetro. Las muestras se conservaron en bolsas de

plastico en refrigeracion a 4°C.

5.2.4. Analisis bromatoldgico

Los sustratos fueron secados a 50°C/48 h. El andlisis bromatologico se realizé de a acuerdo
a los métodos de la AOAC (2002); materia seca 934.01 (MS), extracto etéreo 920.29
(EE); cenizas 942.05, y proteina cruda 976.05 (CP). Las variables fibra detergente
neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA), hemicelulosa (FDN — FDA), celulosa (FDA —

lignina) y lignina se terminaron de acuerdo con Van Soest et al. (1991).

5.2.5. Preparacién y condiciones de fermentacién en estado sélido

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL, se les agregé 5 g de sustrato en base a peso
seco, el contenido de humedad fue ajustado a 70 % con la siguiente solucion mineral (g/L);
KH2PO4 2.1, MgS04 0.3, CaCl2 0.3, FeS040.11, ZnSO4, NaNO3 0.5, metionina 1.5 y glicerol:
20 mL/L (Jirasatid et al., 2013), el pH se ajustd a 6. Después, los matraces cargados con
los sustratos y el medio fueron esterilizados a 121°C por 15 min y se inocularon con 2 mL
de la suspension de espora. Los matraces fueron incubados a 30°C las primeras 48 horas,
seguido a 28°C por un dia, después a 26°C por el resto de la incubacién (Xu et al., 2005).

El contenido de los matraces fue agitado manualmente dos veces al dia.
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5.2.6. Extraccion y cuantificacién de lovastatina

Cada muestra fue secada a 60 °C por 24 h y molida en un mortero. Se pesé 1 g de sustrato
molido, se depositdé en un matraz de 200 mL, se le agregaron 40 mL de acetato de etilo, y
se mantuvieron en agitacion por 2 horas a 200 rpm. El acetato de etilo se evapor6 en un
rotavapor, los extractos fueron re suspendidos en 5 mL de acetonitrilo:H20 (80:20 v/v) y se
filtraron con un acrodisco de acetato (Millipore, MA, USA) poro 0.45 um (Jaivel y Marimuthu,
2010).

Posteriormente, se cuantificé la Lv mediante un equipo de HPLC-UV (Varian Analytical
Instruments, Model 9010, CA, USA) de acuerdo con la metodologia de Yang y Hwang
(2006). Se utilizé una columna Gemini 5U C18 (Phenomenex, CA, USA) y como fase movil
acetonitrilo: H20 (70:30 v/v) acidificada con HzPOa4 al 0.1 % (flujo de 0.5 mL/min). La longitud
de onda fue 235 nm. El volumen de inyeccion fue de 50 yL. El estandar de Lv se obtuvo de

Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA) (Lorenz y Parks 1990; Patil et al. 2015).

5.2.7. Eficiencia de degradacion lignocelulésica
Las eficiencias de degradacion de lignina y de ‘celulosa + hemicelulosa’ en el rastrojo de
avena y salvado de trigo con la cepa A. terreus (CDBB H-194) se estimaron de acuerdo

con las ecuaciones 2 y 3, respectivamente.

Nig= 1 — (yiigt / yiigi) * [(1~ Viigi ) / (1 — Viigr)] 2

Ne+h) = 1 = (Yt [ Vi) * [(1= vernyi) [ (1 = yierhy)] (3)
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Donde vyiigi Y ¥ (c+h)i Son los contenidos iniciales de lignina y ‘celulosa + hemicelulosa’
en los sustratos, respectivamente. vyigt Y ¥ (c+h) Son los contenidos finales de lignina y
‘celulosa + hemicelulosa’ en los sustratos, respectivamente. Las y se expresan en kg/kg de
MS. Las ecuaciones 2 y 3 se expresan en decimales, estas pueden ser multiplicadas por
100 para reportar le eficiencia de degradacion en porcentaje.

El indice &, el cual sugiriere si la degradacién de ‘celulosa + hemicelulosa’ es mayor

que lignina se determind de acuerdo con la siguiente ecuacion (Ec. 4):

&= nig | nc+h) 4)

Donde mig ¥ nec+h) son las eficiencias de degradacion de lignina y ‘celulosa +
hemicelulosa’ del rastrojo de avena y salvado de trigo.

La eficiencia de FES (EssF) se calculd con la ecuacion 5 (Shrivastava et al., 2014):

Essr (%) = [(pérdida de lignina) / (pérdidas de hemicelulosa + celulosa)] * 100 (5)

5.2.8. Analisis estadistico

Los datos de produccién de Lv se analizaron mediante un disefio factorial 22 con medidas
repetidas en tiempo, se utilizé el procedimiento MIXED de SAS studio, (SAS Institute Inc.,
2018). El tratamiento y los tiempos se consideraron como efecto fijo y la unidad experimental
y repeticidbn como efectos aleatorios. La estructura de covarianza se seleccioné en base a
los criterios de informacion de Akaike y de los criterios bayesianos de Schwars (Littell et al.,

2006). Por otra parte, los coeficientes de cinética de orden cero de los rendimientos finales
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de Lv en cada tratamiento fueron analizadas con un modelo factorial 22. La comparacion de

medias multiples se realizé con la prueba de Tukey (P < 0.05).
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5.3. Actividad 2. Efecto del rastrojo de avena como portador de lovastatina sobre

la produccion de metano ruminal

5.3.1. Disefo experimental

Se realiz6 una prueba en lote, el sustrato de fermentacion ruminal fue una dieta alta en
grano, la cual contenia rastrojo de avena, este Ultimo se reemplazd por RAF en tres
proporciones 9.5, 18.9, y 28.4 %, con esto se obtuvieron las siguientes dosis de Lv en el
medio de fermentacion ruminal; 50, 100, y 150 mg/L. Se us6é un disefio experimental
completamente al azar con tres tratamientos y un control. Cada tratamiento se realizé por
triplicado. Las variables principales de respuesta fueron la produccién de gas total (PGT),

metano, hidrégeno, y AGV.

5.3.2. Analisis bromatoldgico de las dietas experimentales

Las dietas fueron secados a 50 °C/48 h y almacenados a 4 °C. El andlisis bromatolégico se
realiz6 de a acuerdo a los métodos de la AOAC (2002): MS, 934.0; EE, 920.29; cenizas
942.05,y PC, 976.05. Las variables FDN y FDA se terminaron de acuerdo con Van Soest

et al. (1991).

5.3.3. Técnica produccién de gas in vitro

Se usaron frascos seroldgicos de 120 mL como digestores, se les adicioné 0.5 g de una
dieta para bovinos molidos mezclada con el RAF, a un tamafio de particula de 1 mm (Cuadro
3). Después, se le afiadieron 30 mL del medio de cultivo anaerobio (Menke y Steingass,
1988; Anexo 9.1), se ajusté el pH a 6.8 y fueron esterilizados en autoclave a 121 °C y 103

kPa gauge. Las botellas fueron purgadas con CO2 y conservadas a -4 °C.
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El in6culo de fluido ruminal se obtuvo de tres novillos fistulados y canulados del rumen.

en termos (2 L) precalentados con agua destilada a 39 °C.

Los novillos fueron alimentados con una dieta que contenia 40 % de concentrado y 60 % de

forraje. El fluido ruminal se extrajo 2 h después de alimentar a los animales y se transporto

Cuadro 3. Ingredientes, proporcion de rastrojo de avena fermentado y composicion quimica
de las dietas experimentales

Ingrediente Concentracion de Lv (mg/L)

MS, g/Kg 0 50 100 150
Maiz molido 566 566 566 566
Soya 120 120 120 120
Urea 10 10 10 10
Mezcla mineral + vitaminas 20 20 20 20
Rastrojo de avena 284 189 95 0
Rastrojo de avena fermentado 0 95 189 284
Composicién quimica, % MS

Materia Organica 90.37 90.03 90.10 89.38
Proteina Cruda 12.01 12.62 12.35 13.70
Cenizas 5.25 5.53 5.73 6.01
FDN® 58.08 60.18 65.34 59.69
FDAP 13.48 13.38 13.12 13.04

FDN?: Fibra detergente neutro; FDAP: Fibra detergente acido.

Se inocularon 15 mL del fluido ruminal filtrado con cuatro capas de tela manta de cielo

Finalmente, se incubaron a 39 °C y 90 rpm por 48 h.

5.3.4. Cuantificacion de gas total, metano e hidrégeno

en las botellas serolégicas previamente cargadas con la dieta, medio de cultivo y RAF.

La PGT, CHa e hidrogeno fueron cuantificadas a las 12, 24, 36 y 48 h de incubacion. Para
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estimar la PGT cada botella seroldgica fue conectada con manguera tygon a un medidor de
gas “salmuera” (Mufioz-Paez et al., 2014). Se usé un blanco (medio mineral + fluido ruminal)
para ajustar el rendimiento de gas en cada tratamiento.

La produccion de metano e hidrégeno se cuantifico antes de medir la PGT, se
muestred (1 mL) del espacio gaseoso de cada digestor con una jeringa para muestras
gaseosas y se inyectd en un cromatografo (Gow-Mac, Model 350, Pittsburgh, PA,
USA) equipado con un detector de conductividad térmica. Se utilizé una columna empacada
de silice gel 60/80 de diametro. La temperatura del inyector, detector, y columna fueron 37,
100y 70 °C respectivamente, se usd argdén como gas acarreador. Los estandares de Ar, Hz,
y CHa fueron grado cromatografico (> 99.9 %, INFRA S.A. de C.V., Ciudad de México,
México).

El volumen de gas se calculé de acuerdo con la ley de los gases ideales (Castellan,
1987) a partir de los datos de presion y temperatura de las muestras. Los volimenes de gas
total y metano se normalizaron (SmL) a presion y temperatura de 101,32 kPa y 298 K,

respectivamente (Abrego-Garcia et al., 2021).

5.3.5. Determinacién de acidos grasos volatiles

Las muestras se prepararon de acuerdo a Cottyn y Boucque (1968). Brevemente, en un
tubo Eppendorf (1.5 mL) se depositaron 250 pL de &cido metafosférico (25 % p/v) y 750 pL
del fluido ruminal de las botellas serologicas. Despueés, los tubos fueron centrifugados a
6000 xg por 15 minutos. Se recuper6 el sobrenadante en viales para cromatografia (1.5 mL,
Perkin Elmer, USA). Para determinar los AGV se utilizé6 un cromatégrafo de gases (Perkin
Elmer, Auto System, USA) equipado con detector de ionizacion de flama (FID) y una

columna capilar (ZB-WAX, Phenomenex, USA). La temperatura del detector fue de 250 °C
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y la del inyector de 230 °C. Se utilizé N2como gas acarreador a un flujo de 9 Psi. El desarrollo
del programa de temperatura fue desarrollado de acuerdo con las necesidades requeridas
para su determinacion en la Central Analitica del Departamento de Biotecnologia y

Bioingenieria del Cinvestav-IPN (Cuadro 4).

Cuadro 4. Programa de temperatura (GC) para determinar acidos grasos volatiles

Temperatura (°C) Tiempo (min) Incremento (°C/min)
1 70 3 15
2 155 8 30
3 200 8 10
3 250 0 fin

Las concentraciones de AGV, se compararon las areas de los cromatogramas (Anexo Fig.
Al) de las muestras contra la curva de los estandares de calibracion del acido acético,

propidnico, butirico, y valerico (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).

5.3.6. Analisis estadistico

Las variables PGT, metano, hidrogeno y AGV (acetato, propionato, butirato, valerato y la
relacion acetato/propionato) se analizaron mediante ANOVA con el procedimiento GLM de
SAS studio (SAS Institute Inc., 2018) y se realiz6 la prueba de medias multiples de LSD

(Least significant difference).
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5.4. Actividad 3. Inhibicion in vitro de la metanogénesis ruminal de una dieta alta

en grano con lovastatina

5.4.1. Disefio experimental

Se realiz6 una prueba de fermentacion ruminal in vitro en lote, se utilizd una dieta alta en
grano, fluido ruminal de bovinos, Lv pura, y otros dos compuestos anti metanogénicos (MON
y BES). Se emple6 un disefio completamente al azar con tres tratamientos: Lv, MON, BES
y un control (CON). Cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Las variables de respuesta;
la PGT y CH4 se muestrearon a las 12, 24, 36 y 48 h. La produccion y proporciones de AGV

se muestrearon a las 48 h.

5.4.2. Hidrdlisis y determinacion de la lovastatina en forma - hidroxiacido

La Lv (pureza 97.0 %*) se adquirié en forma LA inactiva. Se hidrolizé a su forma HI activa
con una solucién de NaOH-EtOH [(15 % (v/v) etanol, 0.25 % (p/v) NaOH)] después, se
incubo a 55 °C/1 h, se ajust6 el pH a 7.2 con HCL 0.1 N (Lorenz y Parks 1990) y se filtrd
con acrodiscos de 0.45 ym (Millipore, MA, USA).

Posteriormente, se determind la concentracion de Lv en forma HI por HPLC-UV (Varian
Analytical Instruments, Model 9010, CA, USA) de acuerdo con Yang y Hwang (2006). Se
utilizé una columna Gemini 5U C18 (Phenomenex, CA, USA) y como fase movil acetonitrilo:
H20 (70:30 v/v) acidificada con H3PO4 al 0.1 % (flujo de 0.5 mL/min). La longitud de onda
fue 235 nm. El volumen de inyeccion fue de 50 L. El estandar de Lv se obtuvo de Sigma-

Aldrich (St. Louis MO, USA) (Lorenz y Parks 1990; Patil et al., 2015).
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5.4.3. Técnica de produccién de gas in vitro

Se usaron frascos seroldgicos de 120 mL como digestores, se les adiciond 0.5 g de una
dieta para bovinos (tamafio de particula 1 mm), la cual contenia (%): maiz molido, 56.6;
soya 12; urea, 1; mezcla mineral, 2 y rastrojo de avena, 28.4. Después, se le afiadieron 30
mL del medio de cultivo anaerobio (Menke y Steingass 1988; Anexo 9.1) se ajusto el pH del
medio a 6.8 y fueron estelarizados en autoclave a 121°C y 103 kPa gauge. Posteriormente,
se agregaron los siguientes tratamientos: Lv 300 mg/L (Fermic, SA de CV, Ciudad de
México, México). El BES y la MON se dosificaron a 20 y 6 mg/L respectivamente; ambos
compuestos (pureza 99.0 %*) se obtuvieron de Sigma Aldrich (St. Louis MO, USA) y se
diluyeron en agua destilada-estéril. Todos los tratamientos se aplicaron en un volumen de 1
% (v/v) del medio de cultivo. Finalmente, las botellas fueron purgadas con CO:2 y
conservadas a -4 °C.

El in6culo de fluido ruminal se obtuvo de tres novillos fistulados y canulados del rumen.
Los novillos fueron alimentados con una dieta que contenian 40 % de concentrado y 60 %
de forraje. El fluido ruminal se extrajo 2 h después de alimentarse, se transporté en termos
(2 L) precalentados a 39 °C, y fue llevado al laboratorio en un tiempo menor a 1 h.

Se inocularon 15 mL del fluido ruminal filtrado con cuatro capas de tela manta de cielo
en las botellas seroldgicas previamente cargadas con la dieta, medio de cultivo, e inhibidor
metanogénico y se incubaron a 39 °C y 90 rpm por 48 h. Se uso6 un blanco por triplicado

para ajustar la PGT, el cual contenia 30 mL de la solucion mineral + 15 mL del fluido ruminal.
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5.4.4. Cuantificacién de gas total y metano

La PGT y de CH4 fueron cuantificadas a las 12, 24, 36 y 48 h de incubacion. Para estimar
la PGT cada botella seroldgica fue conectada con manguera tygon a un medidor de gas por
desplazamiento de salmuera (Mufioz-Paez et al., 2014). La PGT del blanco fue usada para
calcular el rendimiento de gas en cada tratamiento.

El metano se cuantifico antes de medir la PGT, se muestredé (1 mL) del espacio
gaseoso de cada digestor con una jeringa de muestras gaseosas y se inyectd en un
cromatografo (Gow-Mac, Model 350, Pittsburgh, PA, USA) equipado con un detector de
conductividad térmica. Se utilizé una columna empacada de silice gel 60/80 de diametro. La
temperatura del inyector, detector, y columna fueron 37, 100 y 70 °C respectivamente. El
gas acarreador argon y el estandar CH4 fueron grado cromatografico (> 99.9 %, INFRA S.A.
de C.V., Ciudad de México, México).

El volumen de gas se calculd con la ley de los gases ideales (Castellan, 1987) a partir
de los datos de presion y temperatura de las muestras. Los volimenes de gas total y metano
se normalizaron (SmL) a presion y temperatura de 101,32 kPa y 298 K, respectivamente

(Abrego-Garcia et al., 2021).

5.4.5. Determinacién de acidos grasos volatiles

Las muestras se prepararon de acuerdo a la metodologia de Cottyn y Boucque (1968).
Brevemente, en un tubo Eppendorf (1.5 mL) se depositaron 250 pL de acido metafosforico
(25 % p/v) y 750 uL del fluido ruminal de las botellas seroldgicas. Después, los tubos fueron
centrifugados a 6000 xg por 15 minutos. Se recuperd el sobrenadante en viales para
cromatografia (1.5 mL, Perkin Elmer, USA). Para determinar los AGV se utiliz6 un

cromatografo de gases (Perkin Elmer, Auto System, USA) equipado con detector de
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ionizacion de flama (FID) y una columna capilar (ZB-WAX, Phenomenex, USA). La
temperatura del detector fue de 250 °C y la del inyector de 230 °C. Se utilizé N2 como gas
acarreador a un flujo de 9Psi. El desarrollo del programa de temperatura fue desarrollado
de acuerdo con las necesidades requeridas para su determinacion en la Central Analitica

del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del Cinvestav-IPN (Cuadro 4).

5.4.6. Analisis estadistico
Los datos se analizaron con el procedimiento GLM de SAS studio (SAS Inst. 2018). La
comparacion de medias se realizé con la prueba minima diferencia significativa (Steel et al.

1997). Se uso el siguiente modelo matematico (Ec. 6):

Yi=p+ Ti+ € (6)

Donde: ¥;j = Variable respuesta en la j-ésima repeticion (botella serolégica) del i-ésimo

tratamiento; y = Media general de todos los datos del experimento; Ti = Efecto del

tratamiento i; €j = Error experimental asociado al j sujeto bajo el i tratamiento.
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5.5. Actividad 4. Caracterizaciéon de comunidades microbianas del rumen

5.5.1. Disefo experimental

Se usO un disefio experimental completamente al azar con tres tratamientos y tres
repeticiones; control, RAF (Lv 150 mg/L) e indculo (fluido ruminal), las muestras de ADN se
obtuvieron de la actividad 2. Se analizaron los indices de alfa y beta diversidad, asi como la
abundancia relativa. Finalmente, se realiz6 la correlacion de Sperman entre la microbiota y

los metabolitos finales de fermentacién ruminal.

5.5.2. Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realizo a partir de muestras (actividad 2) de 6 mL de la parte
superficial y 6 mL del fondo de las botellas serolégicas siguiendo las instrucciones del kit
UltraClean Soil DNA Isolation de MO BIO (Anexo 9.2). Se emple6é un volumen de re-
suspensién de 60 pL, la cuantificacion se realizé en un equipo Epoch™ Microplate
Spectrophotometer (Anexo Cuadro Al). La integridad de las muestras extraidas se
comprobd con una electroforesis en gel de agarosa al 1 % a 70 Volts durante 20 minutos

(Anexo Fig. A2).

5.5.3. Secuenciacidon por amplicones
Las librerias se realizaron siguiendo las instrucciones del kit Nextera XT DNA Library
Preparation de Illumina. Como primer paso las muestras fueron diluidas a una concentracion
de 5 ng/uL.

Se utilizaron primers especificos para la regién V4 de arqueas y bacterias (Zhu et al.,

2018) a los cuales se les adicioné la secuencia de anclaje de la plataforma lllumina MiSeq.
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La secuencia de primers para la region V4 del rDNA 16s fueron:

515F 5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3

806R 5'-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACHVGGGTWTCTAAT-3

Las reacciones de PCR se realizaron con la polimerasa SuperFi DNA Polymerase
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) a un volumen final de 25 pL, las condiciones de
PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 98 °C durante 30 segundos, 25 ciclos
de desnaturalizacion a 98 °C/10 segundos, una temperatura de alineamiento de 50 °C/ 30
segundos, una extension a 72 °C/ 30 segundos, y un ultimo paso a 72 °C/ 5 minutos. El
tamafo e integridad de los amplicones se verifico por medio de gel de agarosa 1 % a 100
volts.

Una vez cuantificadas las muestras tanto del fondo y de la superficie de las botellas,
éstas fueron mezcladas afiadiendo el equivalente a 50 ng de DNA de cada muestra en un
microtubo de 0.5 mL, se secaron en un concentrador Eppendorf, se re suspendieron en 10
puL de agua y se cuantific6 nuevamente la concentracion de DNA en un espectrofotometro
NanoDrop. Posteriormente, se realizé una primera purificacion del producto con perlas
magnéticas AMPure XP (Anexo 9.3).

Se realizo una segunda PCR para afiadir los indices Illumina especificos a cada
muestra (Cuadro 5), las condiciones fueron: 98 °C por 3 minutos (1 ciclo), 98 °C por 30
segundos/55 °C por 30 segundos/72 °C por 30 segundos (8 ciclos) y un paso de extension

final a 72 °C por 5 minutos.
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Cuadro 5. indices lllumina correspondientes para cada muestra

Muestra indices
Indculo-rl S502 CTCTCTAT N701 TAAGGCGA
Indculo-r2 S502 CTCTCTAT N702 CGTACTAG
In6culo-r3 S502 CTCTCTAT N703 AGGCAGAA
Con Lv p-rl S502 CTCTCTAT N704 TCCTGAGC
Con Lv p-r2 S515 TTCTAGCT N701 TAAGGCGA
Con Lv p-r3 S508 CTAAGCCT N707 CTCTCTAC
Lv 300-r1 S515 TTCTAGCT N704 TCCTGAGC
Lv 300-r2 S510 CGTCTAAT N707 CTCTCTAC
Lv 300-r3 SH11 TCTCTCCG N706 TAGGCATG
Con RAF-r1 S503 TATCCTCT N704 TCCTGAGC
Con RA-r2 SHh21 GAGCCTTA N701 TAAGGCGA
Con RAF-r3 S521 GAGCCTTA N702 CGTACTAG
RAF 150-r1 Sh521 GAGCCTTA N703 AGGCAGAA
RAF 150-r2 SH521 GAGCCTTA N704 TCCTGAGC
RAF 150-r3 S522 TTATGCGA N701 TAAGGCGA

Inéculo-r, inéculo fluido ruminal; Con Lv p-r, control del experimento de con Lv comercia; Lv
300-r, tratamiento del experimento con Lv pura (300 mg/L); Con RAF-r, control del
experimento con RAF como portador de Lv; RAF 150-r, tratamiento del experimento con
RAF como portador de Lv (150 mg/L).

Posteriormente, se purificé del producto de la segunda PCR con perlas magnéticas
AMPure XP (Anexo 9.3), el producto (DNA) purificado fue cuantificado utilizando un
espectrofotometro NanoDrop, una vez verificada la pureza se realiz6 una segunda
cuantificacion utilizando un método fluorométrico Qubit.

Se determiné la longitud total del amplicon de 427 pb (producto de PCR = 291 pb +

147 pb de adaptadores de lllumina e indices) y el célculo de la concentracibn nM se

determiné de acuerdo con la siguiente formula (Ec. 7):
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Concentracién ng/puL

Concentracion nM = T - —
660m*Tamano de la biblioteca (pb)

%106 7)

Se realizdé una mezcla equimolar de las muestras utilizando la férmula (Ec. 8):

V(H)+C(H)

# muestraxC(i)

Vol.Indice = (8)

Donde: V(f) = Volumen final de la mezcla; C(f) = Concentracion final de la mezcla (nM);
# muestra = Numero total de muestras presentes en la mezcla; C(i) = Concentracion inicial

de la biblioteca (nM)

5.5.4. Desnaturalizacion de bibliotecas y carga de muestra en la plataforma MiSeq

Para preparar el clister y secuenciar el pool de bibliotecas, las muestras fueron
desnaturalizadas: las bibliotecas de 4 nM se diluyeron a 20 pM, utilizando 5 pL de la libreria
de 4 nM con 5 pL de NaOH 0.2 N, incubando 5 minutos a temperatura ambiente y se le
agreg6 990 uL de buffer hibridacién. Cada muestra incluy6 una concentracién de 5 % Phix,
la cual sirve como control interno para las bibliotecas con baja diversidad. Los amplicones
del 16S rRNA se secuenciaron por medio de la plataforma Illumina Miseq 2x250 paired-end,

en la Unidad de Secuenciacion y Polimorfismos del INMEGEN.
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5.6. Actividad 5. Andlisis bioinforméatico

Control de calidad y filtrado de secuencias se realizé con el paquete de software QIIME 2
(v. 2019.1), la secuencia correspondiente a los adaptadores fue eliminada utilizando la
herramienta Cutadapt (Martin, 2011), las secuencias apareadas se unieron mediante g2-
vsearch (Rognes et al., 2016), el control de calidad se realiz6 utilizando el algoritmo de

Deblur (Weiss et al., 2017).

5.6.1. Clasificaciéon Taxonémica de las secuencias del gen rRNA16S

El andlisis taxondmico se realizé alineando las secuencias con un clasificador bayesiano
enfocado a la region V4 del gen de rRNA 16S. Las secuencias se agruparon con un 99 %
de similitud en unidad taxondémica operativas (OTUs). Cada lectura fue clasificada a nivel
de filo, clase, orden, familia y genero con referencia a la base de datos Greengenes v. 13.8

(http://greengenes.lbl.gov). La abundancia relativa fue calculada dividiendo el nimero de

secuencias de cada nivel taxonémico entre el total de nimero de secuencias por muestra.

5.6.2. indices de alfay beta diversidad
Los célculos de diversidad alfa (OTU, Simpson, Shannon, Pielou y Chao) y beta (andlisis de
coordinadas principales) fueron realizados con la herramienta Diversity QIIME 2 (Rideout et

al., 2018).

5.6.3. Analisis estadistico
Los indices de alfa y beta diversidad, asi como la abundancia relativa de arqueas y bacterias
se analizaron mediante ANOVA con el procedimiento GLM de SAS studio (SAS Institute

Inc., 2018) y se realiz6 la prueba de medias multiples de LSD (Least significant difference).
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Los gréficos de alfa y beta diversidad se crearon con el paquete ggplot de acuerdo con
Hill et al. (2003). El andlisis de componentes principales (PCA) se realizo con los paquetes
Vegan y ggplot2 de R studio (3.6.1), respectivamente (L€ et al., 2018). La correlacion de
Spearman entre los productos finales de fermentacion y la microbiota ruminal se calculo de
acuerdo al paquete Hmisc, R studio. Se considero significancia estadistica cuando el valor

de P < 0.05.
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5.7. Actividad 6. Inhibicién in vitro de metano en bovinos productores de leche

5.7.1. Disefo experimental

Se realizé una prueba en lote donde se evaluaron dos sustratos de fermentacién ruminal
(una dieta para bovinos productores de leche y celulosa), in6culo (fluido ruminal de bovinos
productores de leche) y una dosis Unica de Lv (300 mg/L). Las variables principales de
respuesta para ambos experimentos fueron; PGT, produccién de CHa, AGV (acético,

propidnico y butirico) y la remocion de la Lv en medio de cultivo ruminal.

5.7.2. Técnica de produccion de gas in vitro

Elin6culo de microorganismos ruminales se obtuvo de una vaca lechera fistulada y canulada
del rumen. La vaca fue alimentada con una dieta que contenian 30 % de concentrado y 70
% de forraje. El fluido ruminal se extrajo 2 h después de alimentarse, se guard6 en un termo
(2 L) precalentado a 39 °C y fue llevado al Laboratorio 33 (DBB-CINVESTAV) en un tiempo
aproximado de una hora.

Se usaron frascos serolégicos de 120 mL como digestores, se le adicion6 0.5 g de
sustrato: (i) dieta de bovinos lecheros que contenia (%): alfalfa 25; maiz molido 38; soya 11;
rastrojo de avena 25; mezcla mineral 1 (tamafio de particula 1 mm) y (ii) celulosa Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, USA). Después, se le afiadié un medio de cultivo que contenia: 30
mL de medio de cultivo anaerobio, (Menke, 1988; Anexo 9.1), se le agreg6 la Lv 300 mg/L
(Fermic S.A de C.V) por ultimo, se inocularon 15 mL del fluido ruminal previamente filtrado
con cuatro capas de tela manta de cielo. Se usaron blancos por duplicado los cuales
consistieron en el medio de cultivo y el fluido ruminal. Los viales fueron incubados a 39 °C
y 90 rpm. Al término de incubacion los digestores se colocaron en una vasija con hielo (-6

°C) por 10 min.
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5.7.3. Cuantificacion de gas total y metano

La PGT y CHa fueron cuantificados a las 12, 24, 36 y 48 h de incubacion. Para estimar la
PTG cada botella seroldgica fue conectada con manguera tygon a un medidor de gas por
desplazamiento de salmuera (Mufioz-Paez et al., 2014). La PGT del blanco fue usada para
calcular el rendimiento de gas en cada tratamiento.

La produccion de metano se cuantificé antes de medir la PGT se muestreo (1 mL) del
espacio gaseoso de cada digestor con una jeringa de muestras gaseosas y se inyecto en
un cromatoégrafo (Gow-Mac, Model 350, Pittsburgh, PA, USA) con detector de conductividad
térmica. Se utilizé una columna empacada de silice gel 60/80 de diametro. La temperatura
del inyector, columna y detector fueron 25, 25 y 100°C respectivamente. El gas acarreador
argony el estandar CHa fueron grado cromatografico (> 99.9 %, INFRA S.A. de C.V., Ciudad
de México, México).

Los volumenes de gases se calcularon con la ley de los gases ideales (Castellan, 1987)
a partir de los datos de presion y temperatura de las muestras. Los volimenes de gas total
y metano se normalizaron (SmL) a presién y temperatura de 101,32 kPa y 298 K,

respectivamente (Abrego-Garcia et al. 2021).

5.7.4. Determinacién de acidos grasos volatiles

Las muestras se prepararon de acuerdo a Cottyn y Boucque (1968). Se usaron tubos
Eppendorf (1.5 mL), se depositaron 250 pL de acido metafosforico (25 % p/v) y 750 uL del
fluido ruminal de las botellas serolégicas. Después, los tubos fueron centrifugados a 6000
Xg por 15 minutos. Se recuperd el sobrenadante en viales para cromatografia (1.5 mL,
Perkin Elmer, USA). Para determinar los AGV se utilizé un cromatégrafo de gases (Perkin

Elmer, Auto System, USA) equipado con detector de ionizacion de flama (FID) y una
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columna capilar (ZB-WAX, Phenomenex, USA). La temperatura del detector fue de 250 °C
y la del inyector de 230 °C. Se utilizé N2como gas acarreador a un flujo de 9 Psi. El desarrollo
del programa de temperatura fue desarrollado de acuerdo con las necesidades requeridas
para su determinacion en la Central Analitica del Departamento de Biotecnologia y

Bioingenieria del Cinvestav-IPN (Cuadro 4).

5.7.5. Remocidn de la lovastatina

La extraccion de Lv del medio de fermentacion ruminal se realiz6 a los tiempos de
incubacion 0, 24, 48 y 72 h. Las botellas seroldgicas con medio de cultivo, sustrato, indculo,
y Lv se mantuvieron en vortex por 3 min, inmediatamente se extrajo 1 mL de muestra, se
depositd en tubos con rosca de 5 mL y se le agregd 2 mL de acetonitrilo. La mezcla anterior
fue sonicada por 10 min y centrifugada a 3500 xg durante 5 min (Demonfort et al., 2017).
Por ultimo, se recuper6 el sobrenadante y se filtr6 con un acrodisco, membrana de nylon,

0.45 pm (Millipore, MA, USA).

5.7.6. Determinacion de lovastatina

Se determind la concentracion de Lv por HPLC-UV (Varian Analytical Instruments, Model
9010, CA, USA) de acuerdo con la metodologia de Yang y Hwang (2006). Se utilizé una
columna Gemini 5U C18 (Phenomenex, CA, USA) y como fase mévil acetonitrilo: H20 (70:30
v/v) acidificada con HzPOas al 0.1 % (flujo de 0.5 mL/min). La longitud de onda fue 235 nm.
El volumen de inyeccion fue de 50 uL. El estandar se obtuvo de Sigma-Aldrich (St. Louis

MO, USA) (Lorenz y Parks 1990; Patil et al., 2015).
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5.7.7. Analisis estadistico

Se realizaron dos pruebas de t—Student, la primera tuvo como control la dieta para bovinos
productores de leche y como tratamiento, la dieta + Lv (300 mg/L). La segunda prueba utilizd
como control la celulosa y el tratamiento consistié en celulosa + Lv (300 mg/L). Los analisis

se realizaron con el procedimiento PROC TTES de SAS studio (SAS Institute Inc., 2018).
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6. Resultados y discusion
6.1. Actividad 1. Produccién de lovastatina en fermentacion en estado soélido

6.1.1. Analisis bromatoldgico de los sustratos

El Cuadro 6 muestra el andlisis bromatoldgico y de contenido de las fracciones de pared
celular de los sustratos de FES, donde resalta el contenido de proteina cruda en el salvado
de trigo, el cual fue cuatro veces mayor que en el rastrojo de avena (151.8 vs 43.3 g/kg MS).
El contenido lignoceluldsico del rastrojo de avena fue mayor que en el salvado de trigo de
acuerdo con los valores de FDN y FDA. Una de las ventajas de este rastrojo como sustrato
es su bajo costo, ademas este no es un alimento destinado para seres humanos, caso

contrario del salvado de trigo.

Cuadro 6. Analisis bromatolégico de los sustratos de fermentacion en estado sélido

Variable Rastrojo de avena Salvado de trigo
Materia seca (g/kg) 945.2+25.1 932.6 £18.7
Composicién quimica (g/kg MS)

Proteina cruda 43.3+£6.1 151.8 £ 12.0
Extracto etéreo 31.1+4.38 475+5.2
Cenizas 62.6 £ 5.5 775+6.7
FDN® 680.2 + 52.6 568.0 + 47.3
FDAP 415.8 £ 27.3 174.2 +15.8

3Fibra detergente neutro, Pfibra detergente acido.

6.1.2. Eficiencia de degradacion lignocelulésica
El analisis de degradacion lignocelulosica se realizd unicamente en la cepa CDBB H-194
con los dos sustratos de fermentacion, esto se debidé a su alta produccién de Lv. Los

resultados indicaron que la degradacion de ‘celulosa + hemicelulosa’ tanto del rastrojo de
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avena (24 %) y del salvado de traigo (30.2 %) fue mayor que la eficiencia de degradacion
de la lignina, la cual fue aproximadamente de 15 % para ambos sustratos (Cuadro 7). La
relacion de nig/ ne+ny para el rastrojo de avena (¢ = 0.6191) y para el salvado de trigo (¢ =
0.5268) confirm6 que durante la FES ambos sustratos consumieron mas ‘celulosa +

hemicelulosa’ que lignina.

Cuadro 7. Composicion de pared celular y eficiencias de degradacion de ‘celulosa +
hemicelulosa’ y lignina de A. terreus CDBB H-194

Rastrojo de avena Salvado de trigo
Variable No Fermentado No Fermentado
fermentado fermentado

Hemicelulosa (g kg/MS)  267.5 + 12.6 232.1+15.5 393.9+18.3 340.2 +16.0
Celulosa (g kg/MS) 324.2 £11.2 291.7+£12.0 118.0+8.3 822+74
Lignina (g kg/MS) 83.8+10.2 74.2 £5.18 56.0 + 3.0 476+ 4.2
77(c+h)a (%) — 24.10 - 30.24
nig° (%) - 14.92 - 15.93
e (-)° - 0.6191 - 0.5268
Eres (%)¢ - 14.14 - 9.38

aEficiencia de degradacion de celulosa + hemicelulosa, PEficiencia de degradacion de
lignina, °Relacion de mig / nec + n), ¢ Eficiencia de FES= [(degradacion de lignina) /
(degradacién de hemicelulosa + celulosa)]* 100. Los datos representan la media *
desviacion estandar.

El valor de Eres (14.24 %) del rastrojo de avena y (9.38 %) del salvado de trigo indic6
que se degrad6 0.14 gy 0.09 g de lignina por 1 g degradado de ‘celulosa + hemicelulosa’ a
los 16 de dias de incubacion. Esto es congruente con las eficiencias de degradacion e
indicador &, lo cual se especulaba debido a que A. terreus tiene una amplia produccion de

enzimas para degradar ‘celulosa + hemicelulosa’, pero estas cepas no se reportan como

ligninoliticas (Kumar y Parikh, 2015). Ademas, nuestros resultados coinciden con los de
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Azlan et al. (2018), quienes reportan una eficiencia de degradacion de ‘celulosa +

hemicelulosa’ de 20.5 % con A. terreus y rastrojo de arroz como sustrato de FES.

6.1.3. Produccion de lovastatina

La produccion de Lv en FES durante 16 dias de incubacion se muestra en la Figura 6.
Aunque el salvado de trigo tuvo mejor composicion nutricional esto no se proyecté en mayor
rendimiento de Lv. La cepa A. terrreus CDBB H-194 con rastrojo de avena como sustrato,
a los 16 dias de incubacion obtuvo el mayor rendimiento de ambas cepas y sustratos (23.8
mg/g de MS; Figura 6a). No obstante, la produccion de Lv con la misma cepa (CDBB H-
194) y salvado de trigo fue tres veces menor (6.8 mg/g de MS; Figura 6b). El alto
rendimiento de Lv en este experimento podrian deberse por una parte a la composicion
del medio de FES (materiales y métodos, seccién 6.1).

Primero, se utilizé glicerol, al respecto Zhang et al. (2015) reportaron que este
compuesto induce a un proceso de FES mas robusto y resistente a la represion catabdlica
también, provoca un mejor ambiente para el crecimiento de los hongos y colonizacion del
sustrato. Por otra parte, la suplementacion con metionina en el medio de FES fue otro
factor determinante, debido a que un compuesto intermediario para biosintesis de Lv
(dihidromonacolina L) se deriva de la metionina. En este contexto, Rollini y Mazoni (2006)
evaluaron la produccion de Lv en FES con A. terreus y adicionaron metionina al medio de
cultivo (0.01 g/L), esto aumentd 20 % la produccion de Lv respecto al medio control. En
este contexto, los resultados del tratamiento CDBB H-194 y rastrojo de avena en nuestro
experimento superan otros experimentos similares, por ejemplo, Gulyamova et al. (2013)
reporté rendimientos de Lv 9.5y 8.4 mg/g de MS con dos cepas de A. terreus, y avena

como sustratos de FES, respectivamente.
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La combinacion de la cepa CDBB H-1976 y salvado de trigo resultd en el segundo
mejor rendimiento de Lv (9.1 mg/g MS) a los 12 dias (Figura 6b). Este resultado coincide
con los de Patil et al. (2011) quienes también realizaron FES de salvado de trigo y A. terreus

obteniendo un rendimiento maximo de Lv (12.5 mg/g MS) a los 10 dias de incubacion.
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Figura 6. Producciéon de lovastatina en FES: (a) A. terreus CDBB H-194 y (b) A. terreus
CDBB H-1976. [, rastrojo de avena; A, salvado de trigo. Los datos representan la media
desviacién estandar. Los asteriscos en lineas indican significancia de acuerdo con la prueba
de Tukey (* p <0.05; ** p<0.01; ** p< 0.0001).
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La cepa CDBB H-1976 con el rastrojo de avena obtuvo el mayor rendimiento de Lv
(5.7 mg/g MS) a los 16 dias (Fig. 6b). Estudios previos han demostrado la importancia de
genes y enzimas claves en la biosintesis de Lv. Bhargavi et al. (2014) demostraron que la
homologia de genes involucrados en la sintesis de Lv fue mayor con una cepa de A. terreus
aislada del suelo que de una cepa A. terreus endofitica.

En este trabajo, la cepa CDBB H-194 fue aislada del suelo mientras la cepa CDBB H-
1976 se aislé de pacientes con aspergilosis pulmonar. Una posible explicaciéon del bajo
rendimiento de Lv en la cepa CDBB H-1976 puede atribuirse a la ausencia de genes
involucrado en la biosintesis de Lv mas que factores fisioldgicos y ambientales (Bhargavi et
al., 2017).

Los coeficientes de determinacién R?demostraron (0.8453-0.9914, rango de R?, Anexo
Cuadro A2) que las regresiones del modelo cinético de orden cero se adecuaron a los datos
experimentales (rendimientos finales de Lv). Esto es consistente con Levenspiel (2004),
quien observé que este modelo generalmente se ajusta a patrones cinéticos en sistemas
donde la concentracion inicial del sustrato de fermentacion es muy alta, como son los

contenidos de ‘celulosa + hemicelulosa’ de este experimento (Cuadro 7).
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6.2. Actividad 2. Efecto del rastrojo de avena fermentado como portador de

lovastatina sobre la produccion de metano ruminal

6.2.1. Analisis bromatoldgico de las dietas experimentales

El Cuadro 8 muestra las proporciones de RAF como portador de Lv en las dietas
experimentales, asi como la composicién bromatolégica de cada tratamiento. El contenido
de proteina cruda, cenizas, FDN y FDA no mostré cambios cuando se mezclé el RAF en la
dieta para bovinos productores de carne en comparacion con el control.

Cuadro 8. Composicion bromatoldgica de las dietas experimentales con rastrojo de avena
fermentado.

Lovastatina (mg/L)

Ingrediente (g/kg MS) 0 50 100 150
Maiz molido 566 566 566 566
Soya 120 120 120 120
Urea 10 10 10 10
Mezcla mineral + vitaminas 20 20 20 20
Rastrojo de avena 284 189 95 0
Rastrojo de avena fermentado 0 95 189 284

Composicion quimica (% MS)

Materia Organica 90.37 90.03 90.10 89.38
Proteina Cruda 12.01 12.62 12.35 13.70
Cenizas 5.25 5.53 5.73 6.01
FDN@ 58.08 60.18 65.34 59.69
FDAP 13.48 13.38 13.12 13.04

aMezcla mineral; Ca, 30%; P, 1.00%; Na, 7.00%; K, 0.10%; S,150 ppm; Fe, 720 pp; Mg, 720;
Cu, 285 ppm; Zn, 720 ppm; I, 8 ppm; Co, 2 ppm; Se, 5 ppm. fibra detergente neutro; “fibra
detergente acido.
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Este andlisis demuestra que las proporciones de RAF (9.5, 18.9 y 28.4 %) no afecta los
principales nutrientes de la dieta experimental. Esto es de gran importancia porque se
espera modificaciones minimas cuando se formulen raciones para bovinos considerando el

RAV como estrategia para mitigar las emisiones de metano ruminal (Gerber et al., 2013).

6.2.2. Efecto del rastrojo de avena fermentado sobre la produccion de metano
ruminal y acidos grasos volatiles

Los efectos del RAF como portador de Lv sobre la PGT, metano, hidrégeno y AGV se
muestran en el Cuadro 8. La PGT fue menor en los tratamientos 100 y 150 mg/L respecto
al control (P < 0.05).

La mitigacion de metano fue similar en los tratamientos RAF concentraciones de Lv
100 y 150 mg/L, ambos mostraron niveles de inhibicion de aprox. 38 % comparados con el
control. Cabe resaltar que los resultados anteriores coinciden con los reportes por Soliva et
al. (2011) quienes confirmaron hasta 40 % de inhibicién de la produccion de CH4 ruminal,
donde emplearon el sistema RUSITEC, fluido ruminal de una vaca lechera, una dieta
experimental a base de heno de centeno, cebada, soya, y una Unica dosis de Lv pura (150
mg/L).

En este contexto, dosis bajas de Lv (5 y 3.2 mg/L) no demuestran efectos inhibitorios
sobre la produccion de metano ruminal in vitro de dietas relacion f:c 50:50 y fluido ruminal
como inoculo (Busquet et al., 2005; O’Brien et al., 2014). Sin embargo, Jahromi et al. (2013)
sefalaron que el rastrojo de arroz fermentado como portador de Lv (dosis 4.43 mg/L de
medio de cultivo) disminuyd la PTGy CHsen 21 %y 16 % (P < 0.01) usando este rastrojo

fermentado como Unico sustrato para la fermentacién ruminal in vitro.
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Por otra parte, la produccion de hidrégeno en el espacio gaseoso incremento
significativamente (3 y 8 veces respecto al control, Cuadro 9) en los tratamientos 100 y 150
mg/L. La metanogénesis ruminal es la principal ruta aceptora de Hz, por lo tanto, una vez
gue se inhibié la poblacién de metandgenos del rumen, una parte del H2 producido durante
la fermentacion ruminal se acumulé en el espacio gaseoso. Esto se ha reportado en
consorcios donde se inhibe la metanogénesis (Martinez-Fernandez et al., 2016).

Cuadro 9. Efecto del rastrojo de avena fermentado como portador de lovastatina sobre la
produccion de gas total, metano, hidrégeno y acido grasos volatiles

Lovastatina, mg/L

Variable 0 50 100 150 EEM? P-value
PGT®, SmL 133.63a 112.24b 102.37cb  104.26cb 8.57 0.007
CHg4, SmL 44.86a 33.57bha 27.26bc 28.13bc 3.53 0.001
H2, mmol 1.32a 6.08b 13.52c 10.68c 1.55 0.001
pH 5.9 6.1 6.0 5.9 0.13 0.349
Total AGV®, mM 106.67a 92.31ab 76.8b 76.57b 11.76 0.058
VGA, mol/100 mol
Acetato 66.36a 65.03ba 56.10c 58.03bc 2.8 0.005
Propionato 17.83a 19.60a 22.86b 23.30b 1.58 0.001
Butirato 11.60 10.10 12.96 12.63 1.75 0.260
Valerato 3.6a 3.8ba 6.3c 5.8bc 0.97 0.019
A:P relacion® 3.7a 3.3ba 2.4bc 2.5¢ 0.32 0.003

aError estandar de la media, Pproduccion de gas total, cacidos grasos volatiles, 9 relacion
acetato/propionato. abc medias con diferente literal en hilera son estadisticamente
diferentes (P < 0.05).

Al respecto, Guyader et al. (2016) reportaron que cuando se inhibié la metanogénesis
ruminal in vitro (P < 0.01) de una dieta relacion f.c (50:50) con nitrato, la acumulacion de Hz

en el espacio gaseoso fue 7 veces mayor respecto al control.
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La concentracion total de AGV al final de la fermentacion ruminal de los tratamientos
con 100y 150 mg/L fueron significativamente menores (28 %) comparados con el control (P
< 0.05, Cuadro 8). El tratamiento con Lv 50 mg/L no tuvo diferencias en la concentracion
total de AGV con respecto al control.

La proporcion molar de acetato fue menor 14 % en los tratamientos Lv 100 y 150 mg/L
(P < 0.05) mientras que las proporciones molares de propionato y valerato de estos
tratamientos incrementaron (P < 0.01) comparado con el control. Asi, la relacion
acetato/propionato fue disminuida en los dos tratamientos (P < 0.05). Ningun tratamiento
afectd la proporcion molar de butirato (P > 0.26).

La inhibicién de la metanogénesis implicaria la existencia de rutas alternas para el flujo
de electrones, la produccién de propionato a nivel ruminal es una de estas rutas (Weimer,
1998). Lo anterior pudo ocurrir en los tratamientos con Lv 100 y 150 mg/Lv donde la
proporcion molar de propionato aumento significativamente. Esto también se sustenta con
los resultados de Ungerfeld (2015) y Capelari y Powers (2017) quienes reportaron un
incremento significativo en la proporcion molar de propionato en fermentaciones ruminales

in vitro cuando la produccién de metano fue mitigada significativamente.
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6.3. Actividad 3. Inhibicién in vitro de la metanogénesis ruminal de una dieta alta

en grano con lovastatina

6.3.1. Determinacién de lovastatina en forma lactona y B-hidroxiacido

El andlisis de HPLC (Figura 7a) permitié determinar que la Lv pura inicialmente contenia
96.0 % en forma LA y posterior a su hidrdlisis alcalina (Figura 7b), se obtuvo 58.8 % de
forma HI. Con base en lo anterior, se establecio que el tratamiento anti metanogénico con
Lv pura (300 mg/L) equivalié a 176.5 mg/L en forma HI. Estos resultados coinciden con los
reportados por Beltran et al. (2019) quienes reportan que la hidrélisis de Lv pura a pH 12.5
(0.1 M NaOH) e incubada a 37°C/12 h, gener6 aproximadamente 50 % de su forma HI. Asi,
este trabajo reporta por primera vez la hidrolisis y cuantificacion de la Lv en forma B-

hidroxiacido como tratamiento para mitigar la metanogénesis ruminal.
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Figura 7. Cromatograma de HPLC de la muestra de LOV antes de hidrolizar (a) y después
de su hidrolisis (b). Los picos representan: (H) LOV forma [C-hidroxiacido y (L) en forma
lactona.

6.3.2. Cinética de produccion de gas total y metano
La Figura 8 muestra la PGT del CON y de los tratamientos Lv, BES y MON, a las 12, 24, 36,

48 h de incubacion. Al tiempo 12 h, la Lvy el CON tuvieron un comportamiento similar, pero
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a partir de las 24 h, la Lv presentd una disminucion sobre la PGT que mantuvo hasta el
término del muestreo. Los tratamientos MON y BES presentaron una disminucion sobre la

PGT a partir de las 12 h, esta tendencia se mantuvo hasta el final de la incubacion.
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Figura 8. Produccion de gas total in vitro de una dieta para bovinos de carne alta en grano.
g, control; A, acido bromoetano sulfénico (20 mg/L); o, monensina (6 mg/L); <, lovastatina
(300 mg/L).

Como se observa en la Figura 9, los tres tratamientos tuvieron un efecto anti
metanogénico a partir de las 12 h de incubacion. La MON y BES obtuvieron la mayor

inhibicion de metano entre las 24 y 36 h de incubacién mientras que la LOV la obtuvo a las

12 h.
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Figura 9. Produccion de metano ruminal in vitro de una dieta alta en grano para bovinos de
carne. o, control; A, acido bromoetano sulfénico (20 mg/L); o, monensina (6 mg/L); <,
lovastatina (300 mg/L).

A la fecha, esta es la primera vez que se presenta la cinética de PGT y CHa4 ruminal in
vitro asociado al efecto anti metanogénico de la Lv pura. En este contexto, Gnicamente se

ha reportado la produccién in vitro de gas o metano acumulados al tiempo final de

incubacion (Busquet et al., 2005; O"Brien et al., 2013; Soliva et al., 2011).

6.3.3. Variables de fermentacién ruminal

Los variables de fermentacion ruminal evaluadas al tiempo final de muestreo (48 h) se
presentan en el Cuadro 10. La PGT fue significativamente menor en los tres tratamientos
con respecto al control. La inhibicion de metano con LOV y MON fue de 43.56 y 53.54 %,
respectivamente (P < 0.05). El BES demostré el mejor efecto anti metanogénico con

aproximadamente 61.66 %.
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Cuadro 10. Efecto de la lovastatina, monensina sdodica y acido bromo etano sulfénico
sobre la fermentacion ruminal in vitro

Tratamiento

Variable CON! LOV? MON?3 BES* EEM®>  P-value
Gas total, SmL 116.50a 99.57b 87.28bc 80.54c 7.1 0.0012
CHa4, SmL 47.53a 26.74b 21.91bc 18.03c 3.3 <.0001
J8, % 0.00 43.56a 53.54b 61.66b 4.8 0.0104
pH 6.1 6.2 6.1 5.9 0.2 0.5597
AGV, mM 83.50a 78.00a 60.50c 92.01b 55 0.0006

AGV, mol/200mol

Acetato 59.49a 60.66a 46.56b 57.2a 2.7 0.0007
Propionato 26.86a 28.37a 37.01b 27.50a 2.1 0.0009
Butirato 12.10a 10.60a 15.26b 14.83b 1.6 0.0223
A/P7 2.27a 2.14a 1.32b 2.08a 0.3 0.0030

a,b,c Medias con distinta letra en una fila son diferentes (p<0.05). control; 2lovastatina (300
mg/L); 3monensina (6 mg/L); *acido bromoetano sulfénico (20 mg/L); error estandar de la
media, © Inhibicion de la metanogénesis respecto al control; “relacién acetato/propionato.
Al respecto, Busquet et al. (2005) y O'Brien et al. (2014) evaluaron dosis bajas de Lv
pura (5 y 3 mg/L), ambos ensayos con una dieta relacion f:.c de 50:50 y fluido ruminal de
bovinos como in6culo. Sus resultados no mostraron efectos significativos sobre la mitigacion
de metano. Esto probablemente se deba a que la dosis de Lv evaluadas fueron muy bajas

(< 5 mg/L) la cuales, se basaron en el trabajo de Miller y Wollin (2001). Sin embargo, este

altimo trabajo se realizd con cepas puras de metandgenos en medio liquido. Esto sugiere
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inicialmente efectos de la concentracion de sélidos (dieta experimental y fluido ruminal) en
el medio de cultivo relacionados con la efectividad de la Lv. Lo anterior coincide con el
trabajo de Soliva et al. (2011) quienes reportaron una disminucion de metano ruminal de ~
40 %, con una dosis de Lv mayor a 30 veces a los trabajos anteriores donde, se utiliz6 una
dieta relacion f:c (50:50) y fluido ruminal de bovinos.

Otro factor importante en la mitigacion de metano en fermentaciones ruminales in vitro
con Lv esta relacionado con la forma quimica de este inhibidor. Normalmente, la Lv se
comercializa en su forma estable y no activa LA, es decir, ésta no tiene la estructura
conformacional para ser el inhibidor competitivo de la enzima HMG-CoA reductasa (Hubert
et al. 2018).

Existen algunas técnicas para hidrolizar la Lv a su forma activa HI (Klingelhofer y
Morlock, 2019). Sin embargo, los experimentos sobre fermentacion ruminal a corto plazo no
reportan cuanta Lv se administra en su forma HI (Busquet et al., 2005; Soliva et al., 2011;
O’Brien et al. 2014). Ademas de la hidrélisis quimica, la microbiota (heces de seres
humanos) puede catalizar la conversion Lv a su forma HI (Demonfort-Nkamga et al., 2017).
No obstante, se ha reportado que este proceso pude ocurrir en agua, después de 2 dias de
incubacion, pH 7 y 37°C, sin actividad microbiana (Beltran et al., 2019). Lo anterior puede
ser clave para establecer los efectos de Lv sobre fermentaciones ruminales a corto plazo.
De esta manera, los resultados satisfactorios de Soliva et al. (2011) obtenidos en
experimentos de inhibicion de la metanogénesis ruminal con Lv pura pudieran estar influidos
por la hidrolisis de este compuesto, dado que su incubacion fue a largo plazo (10 dias), lo
cual concuerda con la hidrdlisis microbiana o quimica descrita anteriormente.

Los tratamientos MON y BES se comparan favorablemente con investigaciones

previas. Primero, Capelari y Powers (2017) evaluaron el efecto de la MON (6 mg/L) en una
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fermentacion ruminal in vitro donde utilizaron una dieta alta en grano y fluido ruminal de
bovinos, los resultados demostraron que la produccién de gas disminuyo a las 24 y 48 h de
muestred mientras que la produccion de metano disminuy6 significativamente en todos los
tiempos de muestreo (4, 8, 12, 24,y 48 h). Lee et al. 2009 evaluaron el efecto del BES (10.5
mg/L) sobre la fermentacién ruminal in vitro de una dieta relacion f.c de 60:40 y fluido ruminal
de bovinos, de este modo la produccién de gas disminuyo6 en todos los tiempos de muestreo,
ademas resulta interesante destacar que la mitigacion de metano asociado al BES fue
mayor a 95 % en todos tiempos de muestreo (24, 48y 72 h).

La produccion de AGV del tratamiento Lv no mostré diferencias significativas
comparado con el control (Cuadro 10), asi como también, sobre la proporcion de acetato,
propionato y butirato. Estos resultados coinciden con los reportados por Soliva et al. (2011)
quienes demostraron que cuando la Lv inhibi6 (P < 0.05) la metanogénesis in vitro, la
concentracion total de AGV no se fue afectada, tampoco las proporciones de acetato y
butirato, aunque reportaron una disminucién de propionato.

Generalmente, la mitigacion de metano ruminal est4 asociada con un aumento de
propionato (como aceptor de Hz), a pesar de esto, existe en el rumen otras rutas metabolicas
donde el Hz es donador de electrones e.g. fumarato a succinato, piruvato a lactato, sintesis
de biomasa y la biohidrogenacion (Ungerfeld, 2020). Estas rutas alternas podrian ser
utilizadas cuando la Lv inhibe la metanogénesis ruminal, dado que solo se han reportado
ligeros cambios en la concentracion y perfil AGV en experimentos in vitro. Una ventaja de
los inhibidores de la HMG-CoA reductasa (Lv y simvastatina) como aditivo anti

metanogénico es su especificidad sobre arqueas metanogénicas (Gottlieb et al., 2016).
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El total de AGV y la concentracion de acetato del tratamiento MON disminuyeron (P <
0.05), pero aument6 la proporcion tanto de propionato y butirato. Asi, la relacidon
acetato/propionato disminuyo (P < 0.05).

Los efectos de la MON sobre la fermentacion ruminal han sido evaluados mas
ampliamente (Ranga et al., 2013). Con respecto a la metanogénesis, la MON afecta a las
bacterias productoras de hidrégeno (Russell, 1987). Ademas, la MON esta relacionada con
cambios establecidos sobre el perfil metabdlico a nivel ruminal donde resalta un aumento
de propionato (Bagheri et al., 2018). No obstante, se ha indicado que el uso de la MON en
dietas altas en almidon determinados microorganismos (e.g. P. bryantii) involucrados en la
generacion de Hzno son susceptibles a este ionoforo (Weimer et al. 2008). Ademas, la MON
puede afectar a las bacterias (M. elsdenii y B. fibrisolvens) involucradas en la
biohidrogenacion de lipidos (Weimer et al., 2008).

El tratamiento BES tuvo una disminucion significativa sobre el total de AGV y
Gnicamente tuvo un aumento significativo sobre la concentracion de butirato (Cuadro 10).
Resultados similares fueron reportados por Lee et al. (2009) quienes en experimentos de
fermentacién ruminal in vitro con BES (10.5 mg/L) indicaron que este compuesto no tiene
efecto sobre el total de AGV, pero disminuye la proporcion molar de acetato, presenta ligeros

cambios sobre el propionato y un aumento sobre la proporcion de butirato (P < 0.05).
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6.4. Actividad 4. Caracterizacién de comunidades microbianas del rumen

6.4.1. Efecto de la concentracién de lovastatina sobre alfa diversidad
Los indices de diversidad Shannon y Simpson; de riqueza, Chao 1; de igualdad Pielou y
Faith, y el nimero de OTUs demostraron que no existen diferencias significativas entre el
tratamiento con RAF (Lv, 150 mg/L), el control, y el in6culo (Figura 10), aun cuando se
inhibid la metanogénesis significativamente.

El nimero OTUs observadas fue de 783, 687, y 743 para el in6culo, el control y el
tratamiento RAF, respectivamente. El rango del indice Chao 1 fue de 687 a 779, su
tendencia, asi también de los indices Faith y Shannon fueron paralela a los valores del

numero de OTUSs.
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Figura 10. indices de diversidad alfa de los tratamientos: indculo, azul; control, rojo; y RAF
(Lv, 150 mg/L), verde.
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El indice Shannon basado en el logio fue del orden de 7.6, el valor mas alto
correspondio al control, lo que muestra una alta diversidad microbiana. Los valores del
indice Simpson tuvieron un alto rango (0.983 a 0.987), lo que también design6 alta
diversidad entre los tratamientos. El indice de Pielou se encontré en un estrecho intervalo
de 0.805 a 0.808, puesto que el valor 1 indica perfecta uniformidad, estos valores denotaron
un alto grado de equidistribucién de los grupos microbianos en las muestras (Magurran,
2004).

Los resultados de este experimento son consistentes con los de Zhou et al. (2020)
quienes evaluaron el efecto de aceites esenciales de orégano como tratamiento anti
metanogénico, sus resultados sugirieron que cuando se inhibio la produccion de metano
(P < 0.05), no hubo cambios en los indices de diversidad: Shannon (8.01 — 8.12), Simpson
(0.99 -0.99), Chao 1 (1979 — 1928), asi como también en el nimero de OTUs (1297 —1323)

para el control y tratamiento, respectivamente.

6.4.2. Efecto de la concentracién de lovastatina sobre la beta diversidad

El andlisis de beta diversidad usando PCA (distancias ponderadas UniFrac) revel6 que la
distancia media entre el control, in6culo, tratamiento RAF (Lv, 150 mg/L) no tuvo separacion
de conglomerados definidos, lo que sugiere que el tratamiento RAF no tiene efecto sobre la
beta diversidad (Figura 11a). Lo anterior también se sostiene en el diagrama de Venn
(Figura 11 b), el cual sugirié que el inéculo, control y tratamiento con Lv comparten la

mayoria de los microorganismos.
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Figura 11. Beta diversidad. A) Analisis de componentes principales generado de la distancia
ponderada UniFrac entre los tratamientos: inéculo, azul; control, rojo; y RAF (Lv, 150 mg/L),
verde. B) Diagrama de Venn. C) Porcentaje de variacién explicado por componente.

El andlisis anterior se relaciona estrechamente con el reporte de otro experimento
basado en residuos agroindustriales (torta de palmiste) fermentados por A. terreus como

portadores de Lv para suprimir la metanogenésis donde no se reportan cambios en la alfa 'y

beta diversidad de la microbiota ruminal asociada a ese tratamiento (Candyrine et al., 2018).
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6.4.3. Efecto de la concentracion de lovastatina sobre la abundancia relativa de la
microbiota ruminal

La abundancia relativa de la microbiota ruminal a nivel de filo se muestra en la Figura 12.
Se asignaron 19 filos, de los cuales Bacteroidetes y Firmicutes representan el 70 % del total
de las secuencias. Estos resultados son consistentes con los de Wu et al. (2012) y Myer et
al. (2016) quienes encontraron que ambos filos fueron predominantes en la microbiota
ruminal de bovinos. Posteriormente, las muestras fueron representadas por los filos:
Verrucomicrobia (~7 %), Proteobacteria (~6 %), Euryarchaeota (~2 %), Tenericutes (~2.1

%), y Planctomicetes (~1.6 %).

SR1
Elusimicrobia
Synergistetes
Bacteria sin clasificar
Amatimonadetes
Cyanobacteria
Aclinobacteria
Chloroflexi

LD

Spirochaetes
Lentisphaerae
™7

Tenericutes
Planctomycetes
Euryarchaeola
Protecbacterna
Verrucomicrobia
Firmicutes
Bacteroidetes

Abundancia relativa (%)

Inoculo Control RAN

Figura 12. Abundancia relativa de arqueas y bacterias a nivel de filo de los tratamientos:
inoculo, control, y RAF (Lv, 150 mg/L).
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A nivel de filo, se observo un decremento en la abundancia de Lentisphaerae en el
tratamiento RAF (Lv, 150 mg/L), lo que puede indicar una posible acidosis ruminal sub
aguda (Mao et al., 2013). Sin embargo, este tratamiento no tuvo efectos sobre el pH del
medio ruminal (P > 0.05; Cuadro 9).

El 99 %* de las AM correspondié al género Methanobrevibacter en todas las muestras,
el cual pertenece al filo Euryarchaeota. El porcentaje de reduccién de la abundancia relativa
de Euryarchaeota entre el control y el tratamiento RAF fue obtenido con la siguiente

ecuacion (Ec. 9):

net = [(1.94 - 1.18)/1.94] * 100 = 39.17 % 9)

Donde n es % de reduccion de abundancia relativa de Euryarchaeota entre el control
(1.94) y el tratamiento RAF (1.18); ¢, abundancia relativa del control (1.18); t, abundancia
relativa del tratamiento RAF.

Interesantemente, se observO una tendencia paralela entre los porcentajes de
reduccion de la abundancia relativa de Euryarchaeota (39 %) y de mitigacion metanogénica
(38 %). Desafortunadamente el EEM de la abundancia relativa fue alto 1.07 (Cuadro 11).

Con relacién a otros grupos microbianos a nivel de género se observaron los siguientes
cambios: Prevotella fue reducido (P < 0.05) en el tratamiento RAF. Este género esta
relacionado directamente con dietas altas en grano (Tao et al., 2017; Wu et al., 2012), lo
cual concuerda con la dieta experimental de nuestro experimento (Cuadro 7). La
disminucién de Prevotella puede interpretarse como resultado de la degradacion de celulosa
y hemicelulosa durante etapas temprana de la fermentacion ruminal in vitro (Emerson y

Weimer, 2017).
67



Cuadro 11. Abundancia relativa de bacterias y arqueas del rumen en el inoculo, control, y
rastrojo de avena fermentado (Lv, 150 mg/L)

Tratamientos

In6culo  Control  RAF? EEMP P-
Filo Subclasificacion value
Firmicutes 30.97a 48.20ab 54.48b 10.89 0.0881
Order-Clostridiales 16.54 18.84 17.55 3.90 0.7770
Other Firmicutes 6.41a 12.57a 19.57b 3.11 0.0062
Family-Ruminococcaceae 5.78a 9.80b 13.71c 1.08 0.0003
Succiniclasticum 1.69a 5.75b 4.67ab 1.93 0.0957
Ruminococcus 0.55a 1.22a 2.30b 0.52 0.0168
Bacteroidetes 41.41b 29.77a 23.63ab 7.85 0.0802
Other-Bacteroidetes 23.26 18.93 18.61 5.23 0.5176
Prevotella 18.14a 10.83b  5.02c 3.14 0.0064
Proteobacteria 6.42 6.36 6.43 1.46 0.9982
Pseudomonas 5.35 4.61 4.52 154 0.7775
Other Proteobacteria 1.07 1.75 1.90 0.62 0.2939
Verrucomicrobia 11.69b 5.71a 3.89a 1.46 0.0015
Tenericutes 1.33a 2.57b 2.60b 0.39 0.0123
Euryarchaeota 3.72b 1.94ab 1.18a 1.07 0.0665
Planctomycetes 1.71 1.51 1.68 0.51 0.8833
T™M7 0.95 1.20 1.02 0.25 0.4819
Spirochaetes 0.44a 1.28b 0.63ab 0.34 0.0525
Actinobacteria 0.18a 0.58b 0.49b 0.10 0.0068
Lentisphaerae 0.43b 0.25b 0.04a 0.10 0.0110
Cyanobacteria 0.08 0.12 0.02 0.05 0.1280
LD1 0.25b 0.10a 0.03a 0.04 0.0008
Armatimonadetes 0.12 0.11 0.10 0.04 0.9556
Chloroflexi 0.10 0.10 0.17 0.08 0.4817
Bacteria unclassified 0.13 0.03 0.12 0.05 0.1628
Synergistetes 0.00 0.05 0.05 0.04 0.3456
SR1 0.00 0.03 0.03 0.24 0.2801
Elusimicrobia 0.00 0.03 0.02 0.01 0.2676

aRastrojo de avena fermentado (Lv, 150 mg/L), ® Error estandar de la media.
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Se ha reportado que Ruminococcus es uno de los géneros celuloliticos predominantes
en el rumen (Puniya et al., 2015). Las abundancias de la familia Ruminococcaceae y el
género Ruminococcus incrementaron 2.38 y 4.18 veces (P < 0.05) en el tratamiento RAF
comparado con el control. Una de las ventajas del RAF como portador de Lv deriva de su
produccion con A. terreus, el cual produce enzimas fibrinoliticas (por ejemplo, xilanasas y
celulasas) que podrian ayudar a la digestibilidad de sustratos lignocelulésicos (Facchini et
al., 2010). Ademas, exhibe minimos riesgos a la salud (nivel de bioseguridad 1) y al medio

ambiente (Prévot et al., 2013).

6.4.4. Correlacion de Spearman entre la microbiota ruminal y los metabolitos finales
de fermentacién ruminal

La Figura 13 muestra la correlacion de Spearman entre la microbiota ruminal y los
metabolitos finales de fermentacion ruminal. Solo correlaciones significativas se discuten a
continuacion.

Euryarchaeota estuvo correlacionado negativamente (P < 0.01) con la produccién de
propionato y butirato mientras mantuvo una correlacién positiva con la produccién de CHa y
acetato. La correlacion significativa entre Euryarchaeota y metano fue reportada en
experimentos con distintas dietas experimentales para bovinos (Danielsson et al., 2017). La
mayoria de las AM del rumen que metabolizan CO2 e Hz2 (metanogénesis a partir de la
reduccion de CO3) corresponden al filo Euryarchaeota (Borrel et al., 2016). Henderson et al.
(2015) reportaron que M. gottschalkii y M. ruminantium fueron los dos metandégenos
predominantes en muestras de fluido ruminal de bovinos, borregos, cabras y cérvidos, de
un amplio rango de regiones geograficas. También, la correlacion negativa de Spearman

entre Euryarchaeota y los metabolitos butirato y propionato sostiene el concepto discutido
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anteriormente sobre el propionato como una de las principales rutas alternas para consumir
H2 en el ecosistema ruminal.

El género Prevotella tuvo una correlacion positiva con la produccion de CHa4, AGV (P
< 0.05) y PTG (P < 0.01). Como se mencion6 anteriormente, Prevotella contribuye a la
degradacion de hemicelulosa en los alimentos, y generalmente sus metabolitos finales son
el acetato, COz2, e H2 (Emerson y Weimer, 2017). Esta también fue sustentado con el reporte
de Shen et al. (2017) quienes reportaron una correlacion positiva entre Prevotella y la
produccion de CHa4, acetato, y butirato, cuando la metanogénesis ruminal in vitro fue inhibida
con los tratamientos monensina y nisina (P < 0.05).

A pesar de la baja abundancia relativa de Lentisphaerae, ésta mantuvo una correlacion
positiva (P < 0.05) con la PGT y AGV. Este resultado podria deberse a la produccion de
enzimas hidrolasas glucosidicas de este género, lo que mejoraria le hidrdlisis de
polisacéaridos de los alimentos y por consiguiente mayor produccion de AGV y PGT (Kaoutari
et al., 2013).

Contrario a la expectativa, la familia Ruminococcaceae fue correlacionada
negativamente (P < 0.05) con la PGT, CHas, y AGV. La familia Ruminococcaceae incluye
especies dominantes de bacterias celuloliticas (R. flavefaciens y R. albus) que producen
AGV y sustratos consumidos durante la metanogénesis (Zhou et al. 2015). Asi, se esperaria
un desarrollo paralelo de Ruminococcaceae y una produccién de metano mas robusta. A
pesar de esto, se ha demostrado que la familia Ruminococcaceae tiene una correlacion

negativa con la produccion in vitro de CHa (Mi et al., 2018).
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Figura 13. Correlacion de Spearman entre la microbiota ruminal y los metabolitos finales de

fermentacion.
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6.5. Actividad 5. Inhibicién in vitro de metano en bovinos productores de leche

La Lv pura inhibi6 27 % la metanogénesis de la dieta para bovinos productores de leche (P
< 0.05). Por otra parte, la mitigacion de CHas de la celulosa como sustrato fue de 50 % (Figura
14). Generalmente, las fermentaciones ruminales in vitro donde se inhibe la produccién de
metano con Lv muestran mayor efectividad con dietas basadas en granos y forrajes (Soliva
et al., 2011; Abrego-Garcia et al., 2021) que aquellas donde utilizan un Gnico ingrediente
como sustrato (Jahromi et al., 2013).

Ademas, la menor PGT y de metano a partir de la celulosa puede asociarse al cambio
repentino del sustrato, lo que en principio desestabiliza la microbiota ruminal. Se espera que
en las raciones mezcladas (grano y forraje) tengan mayor actividad fibrolitica y
metanogénica (Yafiez-Ruiz et al., 2016). Sin embargo, el objetivo de la usar celulosa fue

comparar la remocién de Lv con este sustrato y con una dieta para bovinos.
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Figura 14. Produccion de metano a 72 h incubacion de una dieta para bovinos productores
de leche (negro), dieta para bovinos productores de leche + Lv 300 mg/L (azul fuerte);
celulosa (gris), celulosa + Lv 300 mg/L (azul claro). Los resultados expresan la media = D.E.
* Indica diferencias significativas entre dos grupos (P < 0.05).
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6.5.1. Produccién de acidos grasos volatiles

La produccion total de AGV de la dieta para bovinos productores de leche no fue afectada
por el tratamiento con Lv pura (Figura 15). Sin embargo, las proporciones molares de
acetato, butirato y propionato cambiaron significativamente. Interesantemente, la proporcion
de acetato disminuy6 durante todos los tiempos de muestreo 24, 48,y 72 h (P < 0.05) y la
proporcidn de propionato tuvo un aumento significativo. El butirato aumenté a las 24 h (P <

0.05), pero no mantuvo esta tendencia en los tiempos 48 y 72 de incubacion.
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Figura 15. Produccién de acidos grasos volatiles de una dieta para bovinos productores de
le leche (negro) y de la dieta para bovinos productores de leche + Lv 300 mg/L (blanco). Los

resultados expresan la media £ D.E. *Indica diferencias significativas entre dos grupos (P <
0.05).
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Los cambios del perfil de AGV asociados a la Lv pura en la dieta alta en forraje (70 %)

no fueron significativos cuando se emple6 una dieta alta en grano (actividad 3). Esto puede
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deberse a que la degradaciéon ruminal del almidén es mas rapida que los alimentos con alto
contenido de lignoceluldsico (Zicarelli et al., 2011). Por lo tanto, los experimentos in vitro con
dietas altas en forraje tendrian un patron definido de fermentacion mas tardio y la posibilidad
de modularse cuando paralelamente se inhibe la metanogénesis.
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Figura 16. Proporcion de acidos grasos volatiles, celulosa (negro) y celulosa + Lv 300 mg/L
(blanco). Los resultados expresan la media + D.E. * Indica diferencias significativas entre
dos grupos (P < 0.05).

Cuando se us0 celulosa como sustrato, la Lv pura no afect6 tanto, la produccion total
de AGV, asi como tampoco, las proporciones de acetato, propionato y butirato (P >0.05)
(Figura 16). Esto quiza resulté de una limitada actividad microbiana debido al estrés por el
cambio subito de sustrato, lo cual se discutio anteriormente. Nagadi et al. (2000) evaluaron

los cambios de fermentacidén ruminal in vitro asociada al sustrato (celulosa, glucosa, y heno),

con inéculo ruminal de ovinos con 3 regimenes alimenticios relacion f.c de 20:80, 40:60, y
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80:20. En general, observaron que cuando se usa celulosa como sustrato, los parametros
cinéticos de la fermentacion ruminal disminuyeron significativamente.

El efecto de la Lv sobre los AGV a nivel ruminal no ha sido establecido. Por una parte,
la Lv no mostré efectos significativos sobre el perfil de AGV en caprinos y ovinos
(Klevenhusen et al., 2011; Wang et al.,, 2016). Sin embargo, Morgavi et al. (2013)
demostraron una disminucion de la proporcién molar de acetato y un aumento de propionato
y butirato. Por su parte, Ramirez-Restrepo et al. (2014) y Mohd et al. (2018) en experimentos
realizados con bovinos y con caprinos respectivamente, reportaron Unicamente una

disminucion significativa de butirato.

6.5.2. Remocion de lovastatina

La remocion de Lv fue mayor cuando se usé la dieta de bovinos productores de leche que

con la celulosa como sustrato de fermentacion (Figura 17).
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Figura 17. Remocion de Lv (300 mg/L) con dieta para bovinos productores de leche (azul
fuerte) y celulosa (azul claro) como sustratos de fermentacién ruminal. Los resultados se
expresan como la media + D.E.
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La remocion de Lv (72 %) en la dieta para bovinos tuvo fue mayor a las 24 h de

incubacion, posteriormente, no se observé mayor remocion en los tiempos 48 y 72 h. En

contraste, la mayor remocién de Lv (48 %) cuando el sustrato fue celulosa se obtuvo a las

48 h (Figura 17).
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Figura 18. Degradacién microbiana y metabolitos derivados de la lovastatina usando un

modelo de colon humano a nivel in vitro con heces como in6culo (Aura et al., 2011).
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Los reportes sobre remocion de Lv en fermentaciones anaerobias, asi como de la
activacion biolégica de Lv son escasos (Aura et al., 2010; Demonfort et al., 2017; Beltran et
al., 2019). No obstante, se ha reportado que la incubacion de Lv con in6culo fecal de seres
humanos tuvo un intervalo de remocién de 73 a 91 % a 6 dias de incubacion (Beltran et al.,
2019).

Interesantemente, se ha reportado que la microbiota de humanos no convierte la Lv
lactona a su forma B hidroxiacido, pero cataliza esta Ultima en metabolitos poco
identificados. Al respecto, Aura et al., (2011) propusieron la siguiente degradacién
microbiana (heces de seres humanos) de la lovastatina: (i) desesterificacién de la Lv para
liberar acido dimetilbutanoico, (ii) desmetilacién del &cido dimetilbutanoico que resulta en la
produccion de &cido 2-hidroxi isovalérico, (iii) escision del enlace C-C de la Lv para liberar
acido hidroxi heptanoico, (iv) la ruta alterna para formar acido 3-hidroxibutanoico puede ser
acortada del acido 2-hidroxiheptanoico por oxidacion a o B y cambio de la posicion del

hidroxilo (Figura 18).
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7. Conclusion
Actividad 1. Produccion de lovastatina en fermentacion en estado solido
La comparacion entre las dos cepas de A. terrreus y los dos sustratos de FES demostré que
la cepa CDBB H-194 y rastrojo de avena fue la mejor combinacion para producir Lv (23.8
mg/g MS). El tratamiento con la cepa CDBB H-194 y salvado de trigo tuvo concentraciones
de Lv muy cercanas a la cepa CDBB H-1976 con ambos sustratos. Las concentraciones de
Lv se ajustaron a un modelo de cinética de orden cero para todos tiempos del tratamiento
CDBB H-194/rastrojo de avena y para los primeros tiempos de muestreo en los otros tres
tratamientos.

Debido a los altos costos de la Lv pura, la FES del rastrojo de avena con la cepa CDBB-
H194 podria se opcidn competente para producir este compuesto y usarlo para mitigar la

produccion de metano ruminal.

Actividad 2. Efecto del rastrojo de avena fermentado como portador de lovastatina sobre la
produccion de metano y fermentacion ruminal.
La suplementacion de RAF (concentraciones de Lv 100 y 150 mg/L) en una dieta alta en
grano demostro potencial anti metanogénico, cabe resaltar que se requiere menos de 20 %
de RAF en la dieta para alcanzar hasta 38 % de mitigacion de metano ruminal.

Por otra parte, la produccién de AGV total en tratamientos RAF (Lv, 100 y 150 mg/L)
decrecid, pero indujeron un incremento significativo en la proporcion molar de propionato

respecto al control.
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Actividad 3. Inhibicion in vitro de la metanogénesis ruminal de una dieta alta en grano con
lovastatina

La Lv pura demostro efectos alentadores sobre la mitigacion de metano en la fermentacion
ruminal (43.56 %), sin afectar la produccion total y perfil de AGV. No obstante, la dosis para
obtener este resultado fue muy alta en comparacién con los otros tratamientos. Con
respecto al BES y la MON, esta ultima fue la dosis mas efectiva (53.54 %) considerando la
relacion concentracion/inhibicion de metano ruminal. EI BES tuvo la mas alta inhibicion de
metano (61.66 %) sin presentar muchos cambios en los metabolitos de fermentacion

ruminal.

Actividad 4 y 5. Caracterizacion de comunidades microbianas del rumen
El tratamiento RAF (Lv, 150 mg/L) no tuvo efectos significativos sobre los indices de alfa 'y
beta diversidad. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en la abundancia
relativa de algunos microorganismos, como un incremento del género Ruminococcus y una
disminucién del género Prevotella ambos asociadas al tratamiento RAF.

La arqueas metanogénicas predominantes 99%* en las muestras in6culo, control, y
tratamiento RAV pertenecieron al género Methanobrevibacter y a un grupo minoritario del
género Methanobacterium, ambos pertenecen al filo Euryarchaeota.

Los datos obtenidos demuestran que la reduccion de la abundancia relativa del filo

Euryarchaeota (39.17 %) fue muy cercano a la mitigacion de la produccion de CHa (38 %).
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Actividad 6. Inhibicion in vitro de metano en bovinos productores de leche
La Lv demostré menor un efecto anti metanogénico con indculo y una dieta para bovinos
productores de leche en comparacion con la dieta e in6culo de bovinos productores de
carne. La concentracion de AGV no fue afectada significativamente, pero indujo cambios en
el perfil de AGV, la proporcion de acetato disminuyé y aumento la de propionato.

La remocion de Lv (72 %) indic6 que, en condiciones de cultivo (indculo ruminal y una
dieta para bovinos productores de leche) la remocién de este compuesto en incubaciones a

corto plazo es alta comparada con la celulosa como sustrato de fermentacion ruminal.
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9. Anexos

9.1.

Medio de cultivo anaerobio

El medio de cultivo se dividié en: solucion buffer, solucion mineral, solucién de elementos

traza, solucion de rasazurina, solucion reductora, y agua destilada.

1 L de medio de cultivo:

1.

2.

9.2.

237 mL de solucién buffer: NaHCO3, 35; NH4HCO3, 4 (g/L).

237 mL solucion mineral: Na2HPO4, 5.7; KH2PO4, 6.2; Mg SO4-7H20, 0.6. 0.12
mL (g/L).

solucion de elementos traza: CaCl2-2H20, 13.20; MnCl2-4H20, 10; CoCI2-6H20,
1; FeCl2-6H20, 0.8 (g/L).

1.22 mL solucion de rasazurina (100 mg resazurina aforados en 100 mL de agua
destilada)

49.5 mL de solucién reductora (se prepara el dia que se inocula, 2 mL de NaOH 1N;
285 mg de Na2S-7H20 y 47.5 mL de agua destilada para 1 L).

475 de agua destilada

Método de extraccion de DNA

Agregar 1 mL de medio del digestor a un microtubo de 1.5 mL

. Centrifugar la muestra a 10,000 xg por 30 segundos.

Agregar las 6 pastillas a un tubo de perlas de 2 mL y vortexear suavemente.
Agregar 60 pL de la solucion S1 e invierte varias veces o vortexear brevemente.
Nota: si la solucion S1 tiene precipitados calentar a 60 °C para disolver el SDS

presente (puede utilizarse estando caliente).
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5. Afadir 200 uL de la solucion IRS, solo si el DNA sera usado para PCR (para
muestras de suelo).

6. Agitar en Vortex a maxima velocidad horizontalmente por 10 minutos

7. Centrifugar los tubos a 10,000 xg por 30 segundos Yy transfiere el sobrenadante a un
tubo de microcentrifuga limpio (400 a 450 pL).

8. Agregar 250 pL de la solucidon S2 por 5 segundos e incuba a 4 °C por 5 minutos y
centrifuga a 10,000 xg por 1 minuto.

9. Transferir todo el sobrenadante a un tubo limpio de microcentrifuga y agrega 1.3 mL
de solucion S3 al sobrenadante y vortexear por 5 segundos.

10.Cargar aproximadamente 700 uL en un filtro y centrifuga a 10,000 xg por 1 minuto.
Descartar el centrifugado y afiade el sobrenadante restante al filtro y centrifuga a
10,000 xg por 1 minuto. Repite hasta que todo el sobrenadante haya pasado a
través del filtro (tres cargas por muestra).

11.Agregar 300 pL de solucién S4 y centrifuga a 10,000 xg por 30 segundos. Descarta
el centrifugado del tubo de recoleccién. Centrifuga nuevamente por 1 minuto.

12.Con cuidado poner el filtro en nuevo tubo limpio evitando salpicar con la solucion S4

13. Afadir 50 pL de la solucién S5 al centro de la membrana blanca del filtro y

centrifugar por 30 segundos
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9.3. Purificacion con perlas magnéticas AMPure XP

1.- Extraer 25uL producto de PCR y se centrifugan para evitar que queden gotas en las
paredes.

2.- Se afiaden 25puL de perlas AMPure en cada muestra y se homogeniza la muestra en
un shaker por 2 min.

3.- Se mantiene la mezcla anterior a temperatura ambiente por 5 min.

4.- Poner la mezcla anterior en separador magnético por 2 min (observar que se aclara el
sobrenadante).

5.- Cuidadosamente se retira el sobrenadante sin apartar los tubos del separador
magnético.

6.- Sin mover los tubos del separador magnético se agrega 1 mL EtOH (80 %), se
mantiene por 30 seg. y se remueve el EtOH.

7.- Se realiza un segundo lavado con EtOH (80 %) repitiendo el paso 6.

8.- Retirar los tubos del separador magnético y afiadir 52.5 pL de Tris 10 mM a cada tubo
y agita en vortex por 1 minutos, mantener a temperatura ambiente por 2 min.

9.- Colocar los tubos en el separador magnético (2 min.) hasta observa que se aclara el
sobrenadante.

10.- Transferir 50 pL del sobrenadante a un tubo limpio.

11.- Cuantificar por fluorimetro (Qubit) la cantidad de DNA.
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Cuadro Al. Cuantificacion de DNA mediante espectrofotometria de las muestras de fluido
ruminal en condiciones in vitro

Muestra ng/ulL 260/280
Rumen-3 OH 91.15 1.6825
Rumen-3 OH F 79.15 1.7375
Rumen-10H S 55.1 2.004
Rumen-10H F 54.55 2.03
Rumen-2 0H S 73.95 2.058
Rumen-2 OH F 46.5 2.4095
T3-224H S 33.1 1.288
T3-224H F 27.8 1.288
Control-3 24H S 29.5 1.3055
Control-3 24H F 28.8 1.2465
Control-1 48H S 27.5 1.3065
Control-1 48H F 23 1.1755
Control-2 48H S 34.4 2.0855
Control-2 48H F 34.55 1.981
Control-4 48H S 20.9 1.9215
Control-4 48H F 34.45 2.1195
T3-148H S 32.25 2.0245
T3-148H F 30.9 2.095
T3-348H S 28.1 1.239
T3-348H F 28.15 1.227
T3-448H S 21.6 1.8365
T3-44HF 40.7 2.03
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Cuadro A2. Coeficiente de determinacién bl (pendiente) del modelo cinético de orden cero
ajustado a los rendimientos finales de lovastatina.

Tratamiento b.2 S.D.b
mg Lv (g MS/d) mg Lv (g MS/d)
At¢ H-194, salvado de trigo 0.5733 b 0.0857
At H-194, rastrojo de avena 1.4495 a 0.0869
At H-1976, salvado de trigo 0.7095 b 0.0849
At H-1976, rastrojo de avena 0.3904 b 0.0548

a Coeficiente de determinacion bl (pendiente) del modelo cinético de cero orden ajustado a
los rendimientos finales de Lv; ? desviacion estandar de la pendiente; Aspergillus terreus.
Medias con diferente letra en columna son estadisticamente diferentes (Tukey; P < 0.05).
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Figura Al. Cromatograma (GC) de los &cidos grasos volatiles derivados de la fermentacion

ruminal in vitro. Los picos representan: A, acético; P, propionico; B, butirico; V, valérico; C,
caproico.
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Figura A2. Producto de PCR del DNA gendmico (muestras de fluido ruminal), el carril 5
contiene un marcador de peso molecular de 1 Kb plus.
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Figura A2. Cromatograma (HPLC) de la lovastatina en forma hidroxiacido y lactona
producida en FES. Los picos representan Lv: L en forma lactona y B, en forma f-
hidroxiécido.
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