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EVALUACION DE UNA ESTRATEGIA DE CULTIVO MICROBIOLOGICO
PARA LA CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA RUMINAL EN BOVINOS

Resumen

En la transicion de la economia de recoleccion a la de produccidn, la ganaderia ha sido
fundamental para alcanzar la seguridad alimentaria principalmente en el mundo desarrollado.
En Colombia, el 51 % de la fuente de proteina alimentaria proviene del ganado bovino, con
un 67 % y 33% repartido entre leche y carne. Para el 2019, el sector nacional agropecuario y
pecuario representaron el 6,74 % y 28,9 % del PIB del pais, generando 810.000 empleos
directos en el sector. En el 2020, se estimé un total de 28 millones de cabezas en el hato
ganadero, con una extension de 34 millones de hectareas de pastoreo para su uso. La
alimentacion del ganado esta dominada por el consumo de forrajes que se complementan con
concentrados, debido a la amplia gama de forrajes utilizados, la ganaderia extensiva tiene un
alto impacto ambiental. Lo anterior muestra la enorme importancia de entender el sistema
fermentativo ruminal de las razas bovinas, la diversidad taxonémica y funcional asociada a
la capacidad fermentativa de su microbiota, y como la modulacion de este sistema a través
del desarrollo de métodos y tecnologias permiten mejorar no solo la productividad animal,
sino de reducir su impacto ambiental, tema poco estudiado en el pais.

Esta investigacion tiene como objetivo principal la evaluacion de distintas estrategias de
cultivo de microorganismos ruminales mediante la combinacion de técnicas de microbiologia
clasica y el metabarcoding como nueva base para el aislamiento selectivo de poblaciones
ruminales poco cultivadas hasta el momento. En el capitulo I, se evalio la seleccion de
bacterias anaerobias en ocho medios de cultivo (CAN, ER, GC, GOOD, KNT, KYO, NYO,
TRB), 3 diluciones seriadas (102, 10° y 10?) y 2 tiempos de incubacion (3 y 7 dias),
mediante el uso de metabarcoding del gen 16S rRNA. Como resultado se encontraron
diferencias en la diversidad enriquecida en cada uno de los medios de cultivo en comparacion
con la diversidad inicial del fluido ruminal tanto a nivel de filo como a nivel de género. A
nivel de filo, los Firmicutes presentaron dominancia en los medios, mientras que los
Bacteoridetes dominan el fluido ruminal. Segln los analisis de coordenadas principales, el
tiempo de incubacién no muestra diferencias entre las poblaciones al no agruparse, mientras
que el factor dilucién muestra agrupacion de los datos por dilucion, las diluciones 1072
muestran cercania con el rumen, por su parte las diluciones 10 y 10"*2 se encuentran alejadas
tanto del rumen como de la dilucién 1072, Este comportamiento refleja un cambio en la
comunidad y diversidad el cual disminuye al aumentar la dilucion. Como criterios de
seleccion de los medios se tuvo en cuenta la diversidad enriquecida en las diluciones, la
importancia de dicha diversidad a nivel ruminal y la capacidad de reproducibilidad del medio
en el tiempo en términos de composicién y elaboracion. Con esto los medios CAN y KNT
fueron seleccionados por su selectividad y enriquecimiento de microorganismos como
Butyrivibrio, Selenomonas, Sharpea, Olsenella, Prevotella, Succinivibrio, Streptococcus, y
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posibles microorganismos no cultivados de la familia Lachnospiraceae con la utilizacion de
la dilucion 10712,

En el capitulo Il se evaluo la aplicacion de la estrategia seleccionada para la obtencion de
aislamientos y su identificacion, ademas de la comparacién de la diversidad obtenida con la
observada por metabarcoding. Como resultado, se recuperaron 56 aislamientos a partir de los
medios CAN y KNT, identificados con los géneros Actinomyces sp (2), Butyrivibrio sp (2),
Limosilactobacillus sp (2), Oribacterium sp (2), Pediococcus sp (1), Pseudobutyrivibrio sp
(2), Streptococcus spp (14), Staphylococcus spp (15), Succinivibrio sp (13) y, Selenomonas
sp (3). De acuerdo con las comparaciones por metabarcoding se observo que ambos medios
de cultivo presentaron una alta reproducibilidad en el tiempo. La comparacion entre librerias
mostrd que para el medio CAN se enriquecieron con una abundancia superior al 1 %, siete
de los nueve géneros reportados en el capitulo I, mientras que para KNT cinco de los seis
géneros reportados anteriormente fueron enriquecidos. Adicionalmente se observd el
enriquecimiento de tres y diez clasificaciones entre orden, familia y género con abundancias
superiores al 1 % que no se encontraban en los resultados del primer andlisis por
metabarcoding para CAN y KNT respectivamente. De los aislamientos obtenidos en cada
medio corresponden al 20 % (CAN) y 33 % (KNT) de la diversidad abundante determinada
por metabarcoding, evidenciando que su cultivabilidad requiere de modificaciones de las
condiciones empleadas en este trabajo.

En el capitulo 111, se determind el potencial antimicrobiano de los aislados mediante pruebas
de antagonismo de tipo cualitativo por enfrentamientos directos en la caja de petri y
cuantitativo mediante la determinacion del porcentaje de inhibicion en placa multipozo con
lecturas de absorbancia, utilizando tratamientos a partir del cultivo de cada antagonista.
Como patdgeno se utilizé una cepa de E. coli OH:157 y 9 aislados recuperados de los géneros
Streptococcus (S. equinus, S. lutetiensis, S. orisasini, S. salivarius) y Staphylococcus (S.
pasteuri y S. warneri). Como microorganismos antagonicos se utilizaron un total de 33
aislados y una cepa control del grupo de las Bacterias Acido-Lécticas de CMINA.
Como resultado cualitativo un total de 21 aislados mostraron potencial de inhibir E. coli
OH:157. De los cuatro tipos de tratamientos evaluados cuantitativamente, del tratamiento
“células en solucién salina” (CSN), 7 aislamientos presentaron inhibicion por encima del 50
%, mientras que, del tratamiento “sobrenadante filtrado concentrado” (SFC), 5 aislados
mostraron promocién de crecimiento del patégeno entre un 5y 15 % por encima del
crecimiento bajo condiciones normales.

Finalmente, en el capitulo IV se presentan los resultados de la reconstruccion y
caracterizacion de genomas metagendémicos ensamblados (MAGSs) obtenidos a partir de la
secuenciacion shotgun de las muestras CAN12-3D, CAN12-7D, KNT12-3D, KNT12-3D.
Los datos obtenidos de la secuenciacion fueron ensamblados, anotados, clasificados
filogenética y funcionalmente. Para la determinacion funcional se establecid la presencia de
enzimas degradadoras de azucares estructurales (CAZymes), junto a la asociacion de



degradacion de sustratos de carbono, ademas de establecer la funcionalidad de mddulos
asociados a los metabolismos de nitroégeno, produccion de acidos grasos volatiles de cadena
corta (AGVs) y la produccion de alcohol. Como resultado, un total de 33 MAGs fueron
reconstruidos, anotados y clasificados. Los genomas de los organismos reconstruidos
pertenecen a Acidaminococcus fermentans, Butyrivibrio sp, B.hungatei, Caecibacter
massiliensis, Clostridium aminophilum, Denitrobacter detoxificans, Desulfovibrio sp,
Enterococcus faecalis, 2 MAGs Kandleria vitulina, 3 MAGs Lachnospiraceae(familia),
Marseille-P3106, Methanomethylophilus sp, Olsenella sp, O. umbonata, Prevotella sp, P.
albensis, P. bryantii, P. ruminicola, Pyramidobacter sp, RC9, Schwartzia succinovorans, 2
MAGs Selenomonadaceae, 2 MAGs Selenomonas ruminantium, Streptococcus lutetiensis, 2
MAGs Succinivibrio dextrinosolvens, UBA1232 y UBA9732. Se encontrd una abundancia
alta de las enzimas Glicosil-Transferasa (GT) y Glicosil-Hidrolasa (GH) en los 33 MAGs,
mientras que las enzimas de Actividades-Auxiliares (AA) y Polisacérido-Liasas (PL) se
encontraron en 14 y 7 MAGSs respectivamente. Para las funciones asociadas a metabolismo,
se establecidé la presencia de los diferentes mddulos del metabolismo del nitrogeno
unicamente en 7 MAGSs, mientras que en la produccion de AGVs y de alcohol, 26 MAGs
estan relacionados en la produccion de acetato, 18 en lactato, 12 en butirato, 3 en propionato
y 7 en alcohol; la determinacion de estas capacidades muestra las posibles rutas de seleccion
de estos microorganismos en los medios de cultivo utilizados. Los resultados generados en
los cuatro capitulos componen las bases para la generacion de otras estrategias que permitan
entender no solo el rol ecolégico de la microbiota ruminal, sino la disponibilidad de
alternativas para el aislamiento de microorganismos anaerobios mediante el uso de
herramientas moleculares y microbioldgicas. Los microorganismos obtenidos formaran parte
de la Coleccion de Microorganismos con Interés en Nutricibn Animal (CMINA)
pertenecientes al banco de germoplasma de AGROSAVIA.
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1. Marco Tebrico

1.1.  Los bovinos

La familia Bovidae compone una de las seis familias de rumiantes con mayor nimero de
especies dentro de las que se encuentran animales importantes en ganaderia como el ganado
vacuno [1]. Los rumiantes han evolucionado a lo largo de 50 millones de afios en tamafio,
morfologia dental, 6sea y sistema digestivo. Los primeros rumiantes eran de un tamafio
similar a los conejos, con dientes de corona baja, incisivos pequefios, crdneos largos y
estrechos aptos para alimentarse de frutas e insectos, por ende, carecian de microbiota
ruminal. Los bovinos evolucionaron hace 23 a 18 millones de afios junto con otros rumiantes
de gran tamafio como las jirafas, asi como los cambios climaticos y vegetativos, obligando a
realizar adaptaciones de estos rumiantes. Su composicion craneal y dental cambi6 en orden
de poder alimentarse de hojas, hierba y mas tarde de pastizales [2], [3], de igual manera el
sistema digestivo también sufrié adaptaciones, con el desarrollo de un estomago multi-
compartimental con diferencias fisioldgicas, permitiendo la obtencién de energia mediante
la ingesta de material vegetal.

El proceso de fermentacion en los bovinos inicia en el reticulo en el cual se clasifica el
alimento tanto fermentado y nuevo para ser transportado hacia el omaso mediante las
contracciones o hacia el rumen, donde se lleva a cabo el proceso de fermentacion microbiana;
estos dos forman una cdmara que mantiene las condiciones ruminales favorables para la
fermentacion anaerobia. Durante el proceso de fermentacion intervienen varios factores
ademas de los microorganismos para la degradacion del material vegetal, la mezcla de saliva,
las contracciones y la rumia contribuyen al rompimiento en pequefios trozos para seguir su
proceso en el rumen. La microbiota puede hidrolizar los compuestos como celulosa,
hemicelulosa, pectina, xilano, fructanos, almidones y otros oligosacaridos a monosacaridos
o disacaridos, ademas de otros compuestos esenciales para el metabolismo de otras
poblaciones microbianas [4]-[6]. Los &cidos grasos volatiles (AGVs) de cadena corta son los
productos finales en la fermentacion ruminal, estos son absorbidos por la pared ruminal hacia
el torrente sanguineo y posteriormente al higado donde serdn convertidos en azlcares y
lipidos para la obtencién de energia y construccion de tejido. Algunos productos del
metabolismo microbiano, asi como el amoniaco y el CO producido permiten la sintesis de
células microbianas, estas a su vez benefician al animal como fuente de proteina. Como tercer
compartimiento gastrico se encuentra el omaso lugar en el cual se reabsorbe el liquido junto
con los residuos de AGVs que no hayan sido absorbidos en el rumen, ademas de filtrar el
material solido mediante sus papilas las cuales son transportadas hacia el abomaso, siendo el
estomago verdadero donde se secretan jugos gastricos y enzimas digestivas para la
degradacion de proteina proveniente tanto del alimento como de los microorganismos [4],
[6], a pesar de considerarse al abomaso como el estbmago verdadero por emular las
capacidades y funciones de los estdmagos en animales mamiferos monogastricos, estudios
recientes [1] han reportado cambios evolutivos de adaptacion en el abomaso para digerir la
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proteina microbiana, explicada en el aumento en el nimero de copias del gen de la lisozima
C encargada de la degradacion. Estas adaptaciones claramente muestran el enorme papel
de los microorganismos como presion de seleccion en las adaptaciones adquiridas por los
rumiantes.

1.2. El ambiente ruminal

El sistema digestivo en bovinos se caracteriza por poseer un estdbmago con cuatro
compartimientos siendo estos: rumen, reticulo, omaso, abomaso [7]. ElI rumen es el
compartimiento en el cual ocurren los procesos de degradacion del bolo alimenticio, ayudado
por las continuas contracciones del rumen que mezclan del contenido ruminal. EI ambiente
ruminal esta constituido en un 65% por CO2 y 35% por metano, otros gases como, N2 y Hz
también se encuentran presentes en menor cantidad [8]. En cuanto a sus propiedades fisicas
este es un ambiente estrictamente anaerdbico, posee un contenido de materia seca de 10 al
18%, una temperatura que alcanza los 40°C. En cuanto a la acidez, el rumen presenta un pH
de 5.5-7.0 el cual puede equilibrarse por su gran capacidad buffer, gracias a la presencia de
acidos organicos, junto con el continuo paso de saliva, compuesto por bicarbonato y fosfatos.
La osmolaridad del rumen depende del momento en el cual se alimente, pasando por estados
de hipotonico a hipertonico, pero con el paso del tiempo se mantiene en su estado hipoténico.
Los microorganismos ruminales son los encargados de la degradacién de carbohidratos
complejos y sintesis de proteinas a partir de nitrogeno no proteico, los compuestos resultantes
como &cidos grasos volatiles, proteinas y vitaminas del grupo B y K, seran utilizados por el
animal [9].

1.2.1. Bacterias

La colonizacién de la microbiota intestinal y ruminal en los bovinos se da desde el nacimiento
38 horas post parto y su establecimiento se da en un periodo de 8 a 13 semanas [10], [11].
En la actualidad se ha determinado que existe una gran diversidad de microorganismos en el
tracto gastrointestinal de los bovinos, los cuales cumplen funciones de degradacion y
absorcion, dependientes de la parte gastrica del animal [12]. En el ecosistema ruminal se han
determinado cinco grupos de microorganismos, bacterias, hongos, archaeas de tipo
metanogeno, protozoarios y virus de tipo bacteriéfago [13].

La mayor parte de la poblacion microbiana se encuentra dominada por bacterias, segun
estudios moleculares independientes de cultivo se han considerado la existencia de un grupo
de “bacterias dominantes del rumen”, las cuales pertenecen a las siguientes clasificaciones:
filo Firmicutes y Bacteroidetes, familias de Lachnospiraceae, Ruminococcaceae,
Bacteroidales y Clostridiales y a los géneros de Prevotella, Butyrivibrio, y Ruminococcus
principalmente. Gran parte de lo que se conoce de estas bacterias ha sido obtenido mediante
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técnicas dependientes de cultivo, lo cual ha permitido la caracterizacion fisioldgica de
dichos microorganismos [8], [14].

Las bacterias ruminales pueden ser clasificadas en su mayoria como anaerobias estrictas, un
75% de ellas se encuentra adheridas a las particulas de material vegetal en descomposicion
en el rumen o en simbiosis con protozoarios, sin embargo, una minoria hace parte de las
anaerobias facultativas, estas bacterias se encuentran unidas a la pared del rumen lo que
permite la captacion del O2 disponible [13], [15], [16]. Adicionalmente se pueden clasificar
segun sus funciones en degradacién del forraje, como lo son bacterias fibroliticas, acido
lacticas, acetogénicas, amiloliticas entre otras, la prevalencia de estos grupos esta relacionado
con la dieta del animal; por ejemplo, dietas ricas en carbohidratos simples como melaza
genera una dominancia de bacterias sacaroliticas, o por el contrario dietas con altos
contenidos de carbohidratos complejos como forrajes, implica la dominancia de bacterias
celuloliticas, hemiceluloliticas y pectinoliticas [17].

1.2.2. Hongos anaerobios

Los hongos ruminales son parte integral del ecosistema del rumen , representan cerca del
20% del total de microorganismos en él, son considerados los principales degradadores de
material fibroso, se han reportado que producen grandes cantidades de enzimas hidroliticas,
incluyendo celulasas, hemicelulasas, proteasas, amilasas, amiloglicosidadas, feruloil y p-
cumaroil esterasas, pectinasas y varias disacaridasas [13], [18], las cuales tienen una mayor
eficiencia que las enzimas presentadas por las bacterias. Los hongos ruminales, poseen alta
variabilidad in vitro y su convergencia evolutiva hacen poco eficiente la caracterizacién y
clasificacion taxondmica; en la pasada década solo se conocian seis géneros reportados y
menos de 30 especies, sin embargo, actualmente se conocen 20 géneros, siendo estos en su
totalidad: Aestipascuomyces, Agriosomyces, Aklioshbomyces, Anaeromyces,
Buwchfawromyces, Caecomyces, Capellomyces,Cyllamyces, Feramyces, Ghazallomyces
Joblinomyces,  Khoyollomyces,  Liebetanzomyces, = Neocallimastix, = Oontomyces,
Orpinomyces, Paucimyces, Piromyces, Pecaromyces, y Tahromyces. aislados de rumiantes,
de herbivoros silvestres y herbivoros de zool6gico [19]-[31]. Estos hongos a diferencia de
los aerobios, carecen de mitocondria como sistema productor de energia, en cambio poseen
hidrogenosomas, los cuales son glébulos amorfos rodeados por una sola membrana con una
matriz electrodensa; en las propiedades de los hidrogenosomas al igual que las mitocondrias
se describen: un gradiente de pH transmembranal y el lumen alcalino, pero difieren por la
generacion de enzimas como hidrogenasa y piruvato/ferrodoxin oxidoreductasa en vez de
presentar la enzima piruvato deshidrogenasa tipica de las mitocondrias [13], [32].
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1.2.3. Archaeas metandgenas

Los microorganismos metandgenos hacen parte del 2-4% del total de la poblacion microbiana
del rumen, los cuales hacen parte del dominio de las archaeas, su diferencia con las bacterias
esta constituida principalmente por la pared celular, la cual consta de pseudomureinas y no
de peptidoglicano como en el caso de las bacterias. Su metabolismo depende de los productos
finales de la fermentacion dentro del rumen, produciendo metano CHs4 a partir de la
utilizacion de Hz y reduccién de CO- [6], [33]. Dentro de las archaeas metangenas ruminales
se describe un genero dominante Methanobrevibacter [34] y en segundo lugar el género
Methanobacterium [13].

1.2.4 Protozoos

Los protozoos ruminales fueron los primeros microorganismos en ser descubiertos debido a
su tamafio y motilidad, pueden constituir hasta el 60 % de la biomasa microbiana que habita
el rumen [8], se han clasificado en dos grupos entodiniomorfos y holotricos, su funcién
ecologica en el rumen se ha centrado en su capacidad fibrolitica y su produccién y
transferencia de H» para la generacion de metano [35], [36]. Sin embargo, aun cuando la
informacidn de su funcion es poca, se ha determinado que su presencia no es obligatoria en
este ecosistema y pueden ser retirados sin efecto alguno mediante procesos de defaunacion.
Se ha demostrado que la alta presencia de protozoos afecta la cantidad de proteina disponible
para el animal siendo menor debido al comportamiento predatorio sobre las bacterias. De
forma favorable, la ausencia de protozoos en el rumen decrecen las emisiones de metano
[37].

1.2.5 Virus

De las poblaciones microbianas que coexisten en el rumen, se encuentran los virus o fagos
en concentraciones mayores a 109 particulas por mililitro, estos se caracterizan por infectar
de manera especifica a bacterias, no obstante, recientemente se ha establecido la presencia
de archeaefagos en el rumen. Su rol en el rumen se ha centrado en la depredacion de bacterias
dentro de las que se encuentran géneros “core” como Prevotella, Butyrivibrio y
Ruminococcus dentro de las familias Lachnospiraceae, Ruminococcaceae y Bacteroidales.
Esta capacidad de lisis contribuye a la conversion de biomasa bacteriana en proteina y
amino&cidos disponibles para el animal. Adicionalmente, la selectividad de los virus puede
ser usada en la remocion de poblaciones tanto de bacterias y archaeas no deseadas en el
rumen. [13], [38].

1.3.  Cultivabilidad de los microorganismos ruminales

La posibilidad de aislar microorganismos mediante técnicas de cultivo han permitido la
descripcion de mas de 12,000 especies durante 150 afios; se estima, que los esfuerzos de
cultivo en cada afio generan la descripcion de aproximadamente 800 especies de bacterias
nuevas por afo, sin embargo, estos nimeros no superan los nimeros en diversidad bacteriana
global, alcanzando ordenes de 107-10° especies [39]. Uno de los microbiomas aerébicos mas
estudiados es el microbioma gastrointestinal humano, su importancia radica en el impacto en
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la salud humana y en las enfermedades asociadas a los microorganismos intestinales, su
avance se debe al desarrollo de estudios moleculares de alto rendimiento que han permitido
la caracterizacion de la composicion microbiana y el establecimiento de los roles funcionales
en dicho ecosistema [40]. El cultivo y conservacion adecuado de los microorganismos debe
tener la importancia suficiente, puesto que son la manera de ensefar, aprender y realizar
investigaciones de sus roles funcionales en diversos aspectos de la vida [41], sin embargo,
debido al auge de las omicas para las aproximaciones en culturémica, la tasa de aislamiento
y descubrimiento de nuevas especies microbianas ha disminuido en los ultimos afios [42],
[43]

En el rumen la composicion del microbioma puede influenciar la eficiencia o ineficiencia del
animal en la capacidad de captar energia del alimento, al igual que otros factores tanto
ambientales como de dieta. El entendimiento de los roles ecoldgicos de estos
microorganismos ha logrado ser abordado desde el uso de las omicas, la secuenciacion de
metagenomas, metatranscriptomas, protedmica y metabolomica de gran escala ha aumentado
el conocimiento de este ecosistema, sin embargo, los datos generados deben ser interpretados
y correlacionados con datos de aislamientos disponibles [44],[45].

1.3.1. Métodos dependientes de cultivo
El ecosistema ruminal contiene un gran nimero de microorganismos, bacterias, hongos y
archaeas, la interaccion entre estas comunidades resulta ser compleja, ya que de esto depende
la degradacion del alimento y el suplir de nutrientes al animal. Parte de lo que se conoce
sobre los microorganismos ruminales ha sido gracias a métodos dependientes de cultivo. El
aislamiento de dichos microorganismos ha sido reportado desde 1912 [46] con la utilizacion
del método de Lentz, a partir de esta fecha una de las metodologias mas importantes y
descritas ha sido la técnica del roll tube desarrollado por Hungate [47], esta técnica se ha
convertido en el gold estandar para la recuperaciéon de microorganismos anaerobios, la cual
consiste en la preparacion de un medio solido reducido en oxigeno y depositado en tubos
Hungate, la técnica genera una capa fina de medio de cultivo suficiente para el crecimiento
de colonias que pueden repicarse posteriormente. Sin embargo, esta no ha sido la unica
técnica utilizada, también se ha reportado metodologias que incluyen uso de diluciones y
utilizacion de medios que incluyan fluido ruminal como fuente de carbono [11], [48], [49];
otras técnicas han optado por realizar aislamientos mediante incubacion in-situ [50]. A pesar
de ello, estas técnicas son limitadas pues los requerimientos de cultivo no abarcan a todos los
microorganismos, se estima que solo un 10-20 % de la poblacion ruminal es cultivable por
las técnicas tradicionales [51]. Numerosos esfuerzos han sido realizados para el aislamiento
de microorganismos ruminales, segin Zehavi, al 2018 solo el 3.6 % (61/ 1,698 OTUs) de los
OTUs reportados por secuenciacion, cuentan con representantes cultivados, seglin la base
RDP, y solo 117 especies bacterianas del rumen se encuentran en las diferentes colecciones
de cultivo de referencia, estos cultivos no representan la composicion filogenética del rumen
[44]. Estudios como el de Nakamura, Nyonyo, Kenters, Das Chandra y Zehavi [11], [44],
[52]-[54] dan cuenta de la posibilidad de aislar bacterias comunes y nuevas del rumen bajo
estrategias de cultivo microbioldgicas tradicionales, asi como el empleo de otras variables
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que ejercen seleccion sobre la comunidad (dilucidon seriada, medios enriquecidos, agentes
gelificantes, entre otros).

1.3.2  Métodos independientes de cultivo.

Los microorganismos se encuentran ampliamente distribuidos en el mundo y juegan un papel
importante en procesos de regulacion en diferentes ecosistemas, sin embargo, se estima que
el 99% de los microorganismos no son cultivables utilizando técnicas tradicionales de cultivo
[55]. Esta dificultad es generada por la incapacidad de recrear las condiciones ambientales,
fisiologicas, metabolicas y las relaciones entre comunidades de microorganismos [56], [57].
Como parte de la solucion, la aplicacion de métodos moleculares ha permitido enumerar y
caracterizar comunidades microbianas antes desconocidas, que en el caso de la microbiota
asociada a hospederos se ha determinado que para ampliar el conocimiento sobre las
interacciones microbianas es necesario el aislamiento de estos o de la comunidad.

En la actualidad se conoce el papel fundamental que tienen los microorganismos en el
ambiente, su presencia es ubicua y se encuentran en todos los ecosistemas descritos, sin
embargo, se sabe que un gran porcentaje de ellos no han sido cultivados por las metodologias
tradicionales de cultivo, por esto una de las formas mdas rapidas de establecer tanto la
diversidad de especies en el rumen ha sido la biologia molecular basados en la secuenciacion
de los genes 16s/18s rARN/rDNA e ITS [58], [59], en librerias gendmicas y sus respectivos
analisis metagenomicos (OTUs); actualmente se han realizado estudios de diversidad
microbiana mediante técnicas como single cell genomics, metaprotedémica y SARST [60]-
[62]

1.4. Potencial de bioprospeccion

El ecosistema ruminal se ha definido como un quimiostato capaz de mantener multiples
procesos microbianos y diferentes reacciones bioquimicas al tiempo, debido a sus
caracteristicas es un ecosistema aun con un porcentaje inexplorado, se ha dicho que la
comunidad microbiana ruminal presenta un recurso potencial de enzimas hidroliticas Unicas
capaces de optimizar los procesos al interior [63]. Parte de la dieta principal de los rumiantes
esta constituida de material vegetal compuesta por celulosa, hemicelulosa, ligninas, xilan,
oligdbmeros de xilan, almidon, amilopectina, amilosa, cutinas entre otros, los cuales deben ser
degradados mediante la utilizacién de enzimas proveidas por las bacterias y hongos
anaerobios, como las enzimas fibroliticas, amiloliticas, hemicelulasas, xilasas, xilanasas,
arabinofuranosidadas, celuladas, glucanohidrolasas, glucosidadas, endoglucanadas,
amilasas, esterasas y cutinasas [32]. Diversos estudios en metagendmica se han enfocado en
la busqueda de estas enzimas que puedan responder a las necesidades de la industria sin
necesidad de aislar microorganismos. Ferrer et al., 2005 [32] identificaron actividades
hidroliticas especificas de tipo esterasas, endo-1,4-glucanasas y ciclodextrinasas en 22
clones utilizando el vector de fago lambda. El 36% de estas enzimas fueron catalogadas como
nuevas al no estar relacionadas con ningiin microorganismo cercano, dichas enzimas no solo
sugieren la aplicacion biotecnologica en biocatélisis, sino también nuevas estructuras
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proteicas y mecanismos cataliticos; estas nuevas enzimas podrian estar relacionadas a
aquellos microorganismos no cultivables y sin asignacion taxondmica en el rumen. Por otra
parte, Duque et al., 2018 [64], reportaron la utilizacion de clones en fosmidos con actividad
endoxilanasa y B-xilosidasa con baja similitud con la familia de las glicosil hidrolasas (GH),
estas enzimas fueron secuenciadas, clonadas, expresadas y purificadas en E. coli BL21,
alcanzando actividades 10 veces mas que la actividad de productos comerciales. El uso de
este tipo de enzimas hidroliticas se encuentra en sectores industriales como la bioenergia,
produccion de bioetanol, industria de detergentes y papel. Recientemente Quartinello et al.,
2021 [62] demostraron la habilidad de bacterias y hongos ruminales en degradar tres tipos de
poliésteres sintéticos (PET, PBAT, PEF), utilizando enzimas de tipo esterasas, lipasas,
cutinasas y proteasas, con una actividad mas alta en comparacidon con otros estudios de
enzimas purificadas o sobrenadantes de microorganismos puros, la degradacion puede estar
influenciada no por un solo tipo de enzima sino por la accién sinérgica entre estas; a
diferencia de los estudios de Ferrer y Duque, Quartinello sugiere la importancia en la
identificacion y cultivabilidad de los microorganismos responsables de la actividad, por los
cambios que pueden existir en la comunidad durante la incubacidon con los poliésteres. No
obstante, la bioprospeccion no solo se ha basado en la blisqueda de nuevas enzimas
hidroliticas de compuestos, también se han realizado busquedas de moléculas capaces de
inhibir microorganismos. Dentro de la comunidad ruminal, existen interacciones de
competencia, cuando estas competencias se dan, las bacterias regulan la produccion de genes
codificantes de péptidos antimicrobianos (AMPs) con el fin de inhibir el crecimiento de otra
poblacion, estas moléculas son de amplio espectro capaces de inhibir bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas con una accion rapida que afecta la pared citoplasmatica, lo que
contribuye a la disminucién en la tasa de resistencia de microorganismos patdogenos, a pesar
de la baja cultivabilidad las herramientas metagendmicas han permitido la caracterizacion de
nuevas moléculas [64]. Mantovani et al., 2002 [60] caracterizaron la Bovicina HCS, una
bacteriocina aislada de Streptococcus bovis capaz de inhibir cepas susceptibles y resistentes
a la nisina, asi como bacterias Gram-positivas. Oyama et al., 2017 [64] identificaron 181
moléculas potenciales de AMPs en el metagenoma ruminal, de los cuales tres (Lynronne-1,
Lynronne-2 and Lynronne-3) mostraron ser eficaces contra numerosos patdgenos
bacterianos, incluyendo a Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM). Ademas
de identificar la Buwchitina un AMP identificada, clonada y expresada y purificada a partir
de un metagenoma bacteriano ruminal capaz de inhibir a Enterococcus faecalis [65].

1.5.  Coleccién de Microorganismos con Interés en Nutricion Animal (CMINA-
AGROSAVIA)

AGROSAVIA es la Corporacion colombiana de investigacion agropecuaria, una entidad
publica descentralizada de participacion mixta y que forma parte del Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) de Colombia. Dentro de la estructura de la
corporacion se encuentra desde 1994 el Sistema de Bancos de Germoplasma de la Nacion
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Colombiana, destinados para la conservacion de la diversidad genética de diferentes especies
de interés agropecuario [58]. La Coleccién de Microorganismos con Interés en Nutricion
Animal (CMINA) fundada en 1996 hace parte de uno de los subsistemas de Bancos, la cual
se ha encargado de aislar microorganismos anaerobios tanto bacterias y hongos de ambientes
ruminales (BAR y HAR) y de sistemas gastricos de diferentes animales como: bovinos
criollos, chiguiro, danta y aguti. También, de aislar bacterias acido-lacticas (BAL) a partir de
ensilajes de avena y maiz del altiplano cundiboyacense. La intencion de aislar estos dos
grupos de microorganismos de ambientes diferentes se centra en la necesidad de caracterizar
y conservar el microbioma de diversos hospederos bajo las condiciones del territorio, ademas
de buscar caracteristicas de preservacion de ensilajes para la nutricion animal. Como
resultado de 26 afios de actividades de la coleccion, actualmente se conserva un total de 162
accesiones entre bacterias y hongos anaerobios ruminales y bacterias acido lacticas, con
géneros bacterianos representativos como Arthrobacter, Bacillus, Butyrivibrio,
Carnobacterium, Clostridium, Corynebacterium, Enterococcus, Escherichia, Lactobacillus,
Limosilactobacillus, Paenibacillus, Pediococcus, Ruminococcus y Streptococcus. Fruto de
los esfuerzos por aislar y conservar estos microorganismos, se tiene actualmente, un
bioproducto denominado RUMITEC®, un probidtico para terneros en etapa de iniciacion,
elaborado a base de tres bacterias anaerobias ruminales, Butyrivibrio fibrisolvens,
Ruminococcus flavefaciens y Streptococcus bovis. Todas las accesiones de la coleccion yacen
conservadas en dos sistemas, congelaciéon ¢80 °C) y ultracongelacion por nitrogeno liquido
¢ 196 °C), actualmente accesiones del grupo de BAL también se conservan mediante
liofilizacion. Todos los microorganismos contenidos en esta coleccion son nativos y han sido
colectados en el pais, ellos representan una riqueza genética de la diversidad microbiana
colombiana.
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2. Definicion del Problema y Justificacion

El ecosistema ruminal alberga una amplia diversidad de microorganismos, muchos de ellos
coexistiendo de manera sinérgica mediante la transformacion y asimilacién de nutrientes a
partir de la degradacion de material vegetal ingerido por el animal. Un desequilibrio en la
funcionalidad de este ecosistema repercute directamente en el detrimento de la salud y la
productividad del animal. La complejidad del ecosistema ruminal esta determinada
principalmente por las condiciones andxicas (estrictas) con presencia de diversos gases (entre
ellos, CO,, CH,, N. y H.), la temperatura ligeramente termdfila (40°C) y la abundante
presencia de &cidos grasos volatiles. Caracteristicas como estds hacen que estudiar el
microbioma ruminal sea relevante desde el punto de vista de la nutricion animal, ya que la
degradacion del material vegetal depende de las dindmicas de las comunidades microbianas
presentes a lo largo del proceso. Sin embargo, la mayoria de los microorganismos (bacterias,
archaeas y hongos) no han podido cultivarse mediante las técnicas tradicionales usadas en
microbiologia. En la actualidad las estrategias y metodologias de cultivo empleadas para la
recuperacion de microorganismos se ve limitada por la baja tasa de recuperacion y viabilidad
de los aislamientos. Tal situacidn exige el desarrollo de nuevas estrategias de cultivo y
aislamiento, con técnicas y métodos diferentes, que sean capaces de suplir los requerimientos
gue necesitan dichos microorganismos para crecer en cultivo puro o consorcio en el
laboratorio. Vale la pena destacar que el uso de la biologia molecular como herramienta tanto
de identificacion como de caracterizacion funcional dentro del campo de la bioprospeccién
ha permitido identificar taxones microbianos que no han sido cultivados hasta el momento,
y de forma paralela, explorar el potencial de prospeccion de tales comunidades debido a la
descripcion de genes, rutas metabdlicas o enzimas asociadas a procesos que pueden ser Utiles
en el campo de la biotecnologia. CMINA, es la primera y Unica coleccidn constituida y
reportada a nivel nacional en poseer microorganismos anaerobios aislados de ambientes
ruminales y gastricos, ademas de contar con el Registro Nacional de Colecciones bioldgicas
(RNC) (http://rnc.humboldt.org.co/admin/index.php/registros/detail/2040) y el registro en el
Sistema de Informacidn sobre Biodiversidad de Colombia SiB Colombia) [67]. En CMINA,
las metodologias empleadas en la recuperacion de las BAR han sido las mismas durante toda
su trayectoria, empleando medios con alto contenido de carbohidratos simples en mezcla con
acidos grasos volatiles y/o fluido ruminal para fomentar el desarrollo y recuperacion de estos.
Sin embargo, su extensa utilizacion ha derivado en la recuperacién redundante de
microorganismos, limitando las posibilidades de aumentar la diversidad y caracterizar otras
poblaciones importantes en el ambiente ruminal. Hasta la fecha anterior a la ejecucion de este
trabajo, la coleccidn no contaba con trabajos de investigacion enfocados en otras estrategias
de cultivo que permitiera solventar la redundancia mencionada anteriormente, asi como
tampoco de aumentar el conocimiento en técnicas independientes de cultivo. Por ende, este
trabajo es relevante no solo para la coleccion sino para el pais, al permitir describir el
ecosistema ruminal de bovinos a través de una metodologia alternativa, basada en la
exploracion de medios de cultivo con variables como extincién de muestra por dilucion y

19


http://rnc.humboldt.org.co/admin/index.php/registros/detail/2040

tiempo de incubacion, en conjunto con la exploracion de metataxonomia como herramienta
de discriminacion de comunidades a nivel molecular. Permitiendo el aislamiento de nuevas
especies para la coleccion, ademés de poder ahondar en una de sus multiples capacidades
como lo son las interacciones antagénicas con los aislados resultantes. Finalmente, y sin
desconocer la dificultad que representa el aislamiento de bacterias anaerobias ruminales, la
estrategia también contempla la reconstruccion de genomas de microorganismos gque no son
posibles de aislar bajo las técnicas anaerébicas cominmente utilizadas, el conocimiento que
se desprende de esta reconstruccion aumenta la informacion de las capacidades metabolicas
que pueden dar a lugar a la captura de estos bajo condiciones especificas. Se contempla que
lo expuesto anteriormente y los resultados obtenidos proporcionen conocimiento a un campo
que actualmente permanecia inexplorado en el pais, y que puedan dar paso al abordar temas
como la manipulacion de la microbiota ruminal con fines de mejorar la productividad
ganadera, gracias a la posibilidad de caracterizarlos de forma in-vitro. Con el anterior
preambulo, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ;De qué manera se puede
mejorar el aislamiento de microorganismos ruminales mediante nuevas estrategias de
cultivo?
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3. Estado del arte

En Colombia, la ganaderia juega un papel econémico muy relevante, ya que representa una
participacion estimada en el PIB Nacional de casi un 6,74%. Dentro del sector agropecuario,
su participacion es de un 28,9% del PIB agropecuario y del 48,7% del PIB pecuario, lo que
impacta la economia rural colombiana en gran nivel. Actualmente el pais cuenta con 23
millones de cabezas de bovinos de diferentes razas donde el 72% corresponde a ganado Bos
Indicus (Cebuinos), el 15% a Bos Taurus (razas europeas) y el 13% a razas criollas y sus
cruces (BON-Blanco Oreji Negro, Romosinuano, Chino santandereano, Costefio con
cuernos, Sanmartinero, Casanarefio, entre otros). Su distribucion geografica esta determinada
por sus propias caracteristicas genéticas y se distribuyen entre el trépico bajo y el tropico alto
[68]. Sorprendentemente, se conoce muy poco sobre la diversidad genética microbiana que
existe en nuestro ganado; sin embargo, aproximaciones como la realizadas por Hernandez et
al., 2021 [69] muestra que mediante un fraccionamiento celular de acuerdo con el tamario de
la poblacion microbiana y la posterior amplificacion y secuenciacion masiva del gen 16s
rRNA de las fracciones, sélo tres géneros bacterianos son dominantes. Adicionalmente, la
mayoria de las comunidades dentro de estas fracciones poseen una baja resolucion para ser
identificados hasta nivel de género, siendo determinadas solo a nivel de filo. La microbiota
ruminal esta constituida por un complejo de comunidades microbianas anaerobias de
bacterias, archaeas, hongos y protozoarios, junto a los virus. Dentro del grupo de bacterias
se han establecido taxa dominantes de los géneros Butyrivibrio, Prevotella y Ruminococus
principalmente; y se estima que, de la poblacion ruminal total, la poblacién bacteriana
alcanza la densidad de 10° -10** bacterias/mL siendo equivalente a un rango de 40 a 90 %
de la masa microbiana [70], [71]. Se estima que cerca del 15-20 % de la microbiota ruminal
ha sido caracterizado bajo técnicas microbioldgicas de cultivo clasicas, el bajo porcentaje de
recuperacion refleja la carencia de metodologias de aislamiento efectivas. Diversos estudios
se han enfocado en determinar las capacidades catabélicas de bacterias y hongos ruminales,
agrupandolos ampliamente en degradadores de carbohidratos (celulosa, hemicelulosa,
pectina, entre otros), proteoliticos y lipoliticos, donde su abundancia y diversidad estan
relacionadas con la dieta del animal. La productividad bovina en carne y leche depende de
los procesos de fermentacion que ocurren dentro del animal, debido a que éstos no producen
enzimas que degradan la fibra del material vegetal. Por lo tanto, los animales dependen de la
accion de los microorganismos ruminales. Actualmente no se tiene claro cuantas especies
bacterianas hacen parte de la microbiota ruminal, aun cuando técnicas moleculares como la
asignacion de Unidades Taxonomicas Operacionales (OTUs) han permitido determinar su
clasificacion aproximada, otro nimero de OTUs permanece sin identificacion, junto con la
descripcion de su funcionalidad. En el estudio de Kim, Morrison, & 2011a [70], se concluye
gue es necesario tener un minimo de mas de setenta mil secuencias de bacterias para lograr
un 99 % de cobertura a nivel de especie de acuerdo con el nimero de secuencias encontradas
en su estudio, siendo de 13,478 filotipos clasificados usando ARN ribosomal (ARNT).
Recientemente se realiz6 el ensamblaje de 913 genomas de metagenomas albergados en
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bases de datos de rumen, dichos ensamblajes constituyen una fuente de mejora para la
caracterizacion taxonémica del microbioma ruminal; sin embargo, cabe destacar que la
correlacion de los cambios que ocurren en el metagenoma del microbioma de los diferentes
animales rumiantes y de como estos pueden ser utilizados sigue siendo poco explorado [72];
albergando un gran potencial en bioprospeccion para nuevas moléculas y funciones de
interés. La carencia de investigaciones asociadas a la ecologia microbiana ruminal en
Colombia hace que la apuesta de explorar la diversidad microbiana en nuestras razas adquiera
un gran potencial para la generacion de nuevo conocimiento con mucho impacto a nivel
nacional. Hasta el momento proyectos como el de Hernandez et al., 2021 [69], [73] han dado
los primeros pasos en dar a conocer dicha diversidad. Dentro de las posibles lineas de
investigacion, la identificacion, el aislamiento y la caracterizacion de nuevas moléculas con
potencial antimicrobiano apunta a resolver las amenazas emergentes como el aumento de
bacterias patdgenas multirresistentes a antibi6ticos que causan enfermedades en el ganado
vacuno. Un objetivo alcanzable dentro de esta perspectiva de investigacion es la posible
identificacion de compuestos antimicrobianos producidos por la microbiota y el aislamiento
de los microorganismos responsables de la produccion de estos. Estudiar la diversidad
microbiana ruminal de bovinos mediante otras estrategias microbioldgicas de aislamiento en
bovinos permitira establecer una estrategia capaz de recuperar y aislar parte de los
microorganismos presentes, ademas de contribuir a la generacion de conocimiento tanto en
el pais como en la comunidad cientifica.
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4. Hipotesis y Objetivos

4.1. Justificacion

Las metodologias utilizadas actualmente en Colombia para el aislamiento de
microorganismos ruminales recuperan una baja diversidad con una alta redundancia.
Limitando las aplicaciones biotecnolégicas y bioprospectivas para el desarrollo de
tecnologias que mejoren la productividad y la salud animal y del ambiente.

4.1.1 Objetivo General
Evaluar estrategias de cultivo microbioldgico alternativas para mejorar el aislamiento de

microorganismos ruminales presentes en bovinos.

4.2. Hipdtesis especificas
1) EIl uso de estrategias de cultivo alternativas influenciara en el enriquecimiento de
microorganismos ruminales.
2) La seleccion de una estrategia de cultivo alternativa permitird el aislamiento y
caracterizacion de poblaciones ruminales poco caracterizadas.
3) Alguno de los microorganismos ruminales aislados presentara un potencial
antimicrobiano contra patdgenos de relevancia en ganaderia.

4.2.1 Objetivos especificos

1. Seleccionar una estrategia de cultivo que permita el enriquecimiento de microorganismos
ruminales poco caracterizados.

2. Determinar el potencial de aislamiento de la estrategia de cultivo seleccionada por su
capacidad de enriquecimiento de poblaciones de interés

3. Determinar el potencial antimicrobiano de los microorganismos recuperados contra
patdgenos de relevancia en ganaderia

4. Describir el metabolismo ruminal de poblaciones de interés mediante una reconstruccion
metagendmica (Shotgun).
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Capitulo 1

EVALUACION DE UNA ESTRATEGIA DE CULTIVO MULTIVARIABLE PARA
EL AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS RUMINALES

Asociado al objetivo: Seleccionar una estrategia de cultivo que permita el enriquecimiento
de microorganismos ruminales poco caracterizados.

Resumen

La microbiota ruminal esta estructurada por relaciones sintréficas complejas, que permiten
la degradacion de los azUcares estructurales. Estas interacciones hacen del contenido ruminal
un ambiente complejo y altamente diverso. Debido a esta alta diversidad y complejidad
funcional, una gran proporcion de esta comunidad no ha sido aislada aun, siendo necesario y
fundamental el desarrollo de estrategias de cultivo que permitan continuar la caracterizacion
funcional de este sistema. Este capitulo presenta los resultados de los esfuerzos de evaluacion
de nuevas estrategias de cultivo, que usan la secuenciacion del marcador molecular 16S
ARNI, para establecer con menor sesgo la capacidad de los medios de recuperar una parte de
la comunidad bacteriana del rumen. Con esta estrategia se evaluaron ocho medios de cultivo
usados en la recuperacion de bacterias anaerobicas. Para cada medio se evaluaron tres
diluciones del contenido ruminal (102, 10+ y 10+) y dos tiempos de incubacién (48y 72 h), y
cada uno de estos tratamientos se realiz6 por triplicado. La diversidad bacteriana recuperada
por cada tratamiento se evalu6 de forma independiente de cultivo, mediante, la extraccion de
ADN de los medios liquidos, preparacion de librerias de amplicones del gen 16S rRNA y
secuenciacion de Illumina. También se prepararon librerias de contenido ruminal como
referencia para la comparacion con los medios de cultivo. La evaluacién de los medios de
cultivo muestra, como es de esperarse, una recuperacion de s6lo una fraccion de la
comunidad microbiana. Una de las tendencias mas contrastantes es la proporcion
Bacteroides:Firmicutes, que en el rumen se encuentra alrededor de 70:20, mientras que en
los medios de cultivo se encuentran en promedio en un 10:80. Las diferencias entre el rumen
y los medios de cultivo también son evidentes en grupos como las Actinobacterias y
Proteobacteria, los cuales son observadas en porcentaje mas alto en los medios de cultivo.
Los analisis multivariados (PCoA) realizados para establecer patrones de ordenamiento entre
las comunidades bacterianas para cada medio, indican que de los parametros evaluados la
dilucion tiene el mayor efecto sobre la composicion de las comunidades bacterianas
seleccionadas, donde la composicion de la dilucion 10+ presenta la mayor diferencia, con un
menor indice de riqueza y una mayor distancia con respecto al rumen. creando una mayor
selectividad del medio. Por otra parte, los medios son capaces de recuperar poblaciones
descritas por su importancia ruminal como, Butyrivibrio, Clostridium, Prevotella,
Selenomonas, Sharpea, Streptococcus Yy Succinivibrio, asi como fracciones de
microorganismos menos abundantes y poco caracterizados tales como Anerovibrio,
Acidaminococcus,  Olsenella,  Shuttleworthia,  Lachnospiraceae,  Bacteroidales,
Enterobacteriaceae, teniendo en cuenta esto y con el fin de favorecer la reproducibilidad del
medio por su composicion y elaboracion, dos medios de cultivo fueron seleccionados para el
aislamiento de la poblacién cultivable para el capitulo 2.
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5. Metodologia

5.1 Muestreo

Para la realizacion del presente trabajo se utilizé un bovino macho fistulado de raza Holstein
con edad de tres afios, perteneciente a AGROSAVIA C.I, sede Tibaitatd. EI uso del animal
contd con el aval del comit¢ de AGROSAVIA de acuerdo con “Formato para Uso de
Animales” (AGROSAVIA) y a la ley 84 de 1989 del Congreso de la Republica. El muestreo
se llevd a cabo asegurando el bienestar del animal, segin la normativa interna de la
corporacion y la legislacion colombiana anteriormente mencionada.

5.1.1 Preparacion del Animal

El animal se sometié a una dieta continua de forraje y agua durante una semana;
posteriormente se indujo a una condicion de ayuno durante 16 horas, cumplido el tiempo se
dejo alimentar al animal durante la hora siguiente, pasada la hora de alimentacion se tomaron
tres muestras consideradas como réplicas bioldgicas a travées de una fistula colectando fluido
ruminal en tubos falcon previamente gasificados con mezcla de CO2:N2 (80:20), llenando los
tubos hasta el tope. Luego, el fluido fue inoculado en tubos con medio de dilucién anaerobios
(150mL Lt Sal I, 150mL L™t Sal 11, 6 g L NaHCO3, 1 mL L™ Resazurina 0.1 %, 1g L™ HCI-
Cisteina [49], las condiciones anaerobias fueron mantenidas utilizando un Atmosbag glove
bag (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) con atmdsfera de CO2:N2 (80:20); una vez
inoculados fueron depositados en termos que garantizaran la temperatura constante de 40 °C
manteniendo las condiciones ruminales anaerobias hasta ser procesadas en el laboratorio. El
fluido colectado fue conservado como contramuestra por congelacion a —20 °C con solucion
de glicerol anaerobio al 15 % como crioprotectante.

5.2 Medios de cultivo de bacterias ruminales

Para el cultivo de microorganismos ruminales se prepararon tubos de 10 mL de ocho medios
referenciados a continuacion: Medio E para Anaerobios (ER), medio Agar Anaerobio (CAN)
[74],, medio glucosa/celobiosa (GC) [49], medio Goodman (GOOD) [75], medio Kenters
(KNT) [11], medio Nyonyo (NYO) [53], medio kikuyo (KYQO) y medio trébol rojo (TRB);
estos dos ultimos disefiados por el grupo de laboratorio (Material Suplementario S1).

5.3 Enriquecimiento de microorganismos ruminales

Las muestras de fluido ruminal colectadas fueron diluidas en serie hasta alcanzar la dilucion
1072; del set de diluciones se seleccionaron las diluciones 1072, 10 y 1012 para ser utilizadas
como inoculo. Se establecieron los tiempos de 3 dias 'y 7 dias como tiempos de incubacién
para cada uno de los medios y cada una de las diluciones. A partir de las diluciones
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mencionadas anteriormente se tomd 1 mL para ser inoculado en todos los tratamientos
resultantes (Figura 5.1) Los medios fueron incubados a temperatura de 39 °C, sin agitacion.

Variables
2 o + Medio
o
} Diluciones ’ + Dilucién
+ Tiempo de
incubacion
102 10° 1072

Figura 5.1. Disefio del muestreo experimental. La figura muestra las tres etapas del disefio.
A: Colecta de tres réplicas bioldgicas de fluido ruminal; B: Elaboracion de diluciones a partir
la muestra y seleccion de las diluciones a evaluar (102, 10, 10°2); C: Inoculacién de las
diluciones seleccionadas en los ocho medios de cultivo (1: CAN, 2: ER, 3: GC, 4: GOOD, 5:
KNT, 6: KYO, 7: NYO, 8: TRB) bajo las variables descritas. Este procedimiento fue
utilizado para cada una de las réplicas bioldgicas.

5.4 Procesamiento de la muestra para analisis de amplicones.

Posterior al tiempo de incubacion se concentraron las células por centrifugacion a 10000 g
por 10 min a 4 °C, descartando el sobrenadante y resuspendiendo las células en 2 mL de
solucion salina estéril al 0.85 %, dicho volumen se dispensé en partes iguales en crioviales,
dejando uno de ellos como contramuestra. La extraccion de ADN fue realizada por el método
de fenol: cloroformo (Material Suplementario S2). Se verifico calidad y concentracién del
ADN obtenido mediante gel de agarosa al 1.5 % y cuantificacion en NanoDrop ratios
260/230, 260/280. Teniendo en cuenta la concentracion de los ADNs obtenidos, se realizaron
ajustes de concentracién a 20 ug/uL utilizando agua ultrapura estéril.
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5.4.1 Amplificacién del marcador molecular gen 16s rRNA.
Se realizo la amplificacion de la region V3-V4 del 16S rRNA utilizando el set de primers
515F-806R (515F-5'-GTGCCAGCMGCCGCGG-3; 806R- 5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3") con una secuencia adaptadora en la region 5” (Listado
de adaptadores en Material Suplementario S1.1). Posteriormente se usaron primers barcoding
con secuencia de 10 bp complementaria a la adaptadora, generando un amplicon con un
barcode diferente en cada muestra [76].

5.4.2 Preparacion de libreria de amplicones 16s rRNA
La preparacion de las librerias requiere de dos amplificaciones por PCR, donde se hace
primero la amplificacion de los marcadores moleculares y luego se hace la adicion del
“barcode” mediante dos PCRs consecutivas. La primera reacciéon de PCR se realizé por
triplicado para cada muestra, la reaccion contenia 0.1 pl de Taq Platinum (Thermo Fisher
Scientific Inc.,Waltham, EE. UU.), 0.75 pl MgCI2 50 mM, 2.5 Buffer-Mg 10X, 0.5 pl dNTPs
10 mM, 0.5 pl (10 puM) de cada uno de los cebadores, 2 pl DNA y 18.15 pl de agua destilada
ultrapura (Thermo Fisher Scientific Inc.,Waltham, EE. UU.), bajo las siguientes condiciones:
1) 94 °C por 3 minutos, 2) 35 ciclos a 94 °C por 45 segundos, 50 °C por 60 segundos, y 72
°C por 90 segundos, y 3) una extension final a 72 °C por 10 min. Las amplificaciones se
verificaron en geles de agarosa al 1.5 %, los triplicados fueron purificados con AMPure XP
beads (BeckMan Coulter, IN, EE. UU.) y combinados en una sola muestra. Posteriormente
se realizd la segunda PCR con el producto combinado y purificado de la primera reaccion,
utilizando para la segunda reaccion de amplificacion se usaron los primers de barcoding (1
ul), 0.75 pl MgClI2 50 mM, 2.5 uL Buffer-Mg 10X, 0.5 pul dNTPs 10 mM, 5 ul DNA'y 14.15
pl de agua destilada ultrapura (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, EE. UU). El producto
final de PCR se purifico de nuevo con AMPure XP beads (BeckMan Coulter, IN, EE. UU.)
y se verificé la calidad del producto en gel de agarosa al 1.5 %.

Para la determinacion del volumen de producto purificado que debe usarse en la combinacion
de la libreria, se utilizo la siguiente formula:

_ Promedio de concentracion de los productos * (1 * 10°)

(649 * Tamaiio del fragmento esperado)

Las librerias se ajustaron en la concentracion requerida para la secuenciacion en el sistema
MiSeq de la plataforma Illumina ® Las librerias se combinaron a igual concentracion y se
secuenciaron bidireccionalmente en un arreglo de 2 x 350 bp con el equipo MISEQ
(IMlumina). La calidad de las librerias se determind utilizando Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific Inc.,Waltham, EE. UU) [77]. Las muestras fueron procesadas en Bogota,
Colombia. Laboratorio Unidad de Genética y Resistencia Antimicrobiana (UGRA),
Universidad el Bosque.
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5.5 Analisis de Datos

Los andlisis para las muestras secuenciadas fueron realizados en el programa Qiime2 (version
2019.7) [78], el proceso contempld las siguientes etapas; etapa inicial: Demultiplexacion
cada una de las muestras segun la combinacion de barcodes, permitiendo identificar cada una
de las muestras y conocer el numero de lecturas asociadas a cada muestra, asi como la calidad
de las secuencias crudas; etapa dos: Control de calidad mediante el comando DADAZ2,
permitiendo filtrar secuencias, eliminar secuencias quiméricas y establecer los parametros de
trim y trunc permitiendo conservar las secuencias con alta calidad; etapa tres: determinacion
de los indices de alfa y beta diversidad y su visualizacion mediante analisis de coordenadas
principales (PCoA) para beta diversidad; etapa final: Analisis taxondmico de las muestras y
asignacion de OTUS (Unidades Taxonomicas Operacionales) utilizando como clasificador
de referencia, la base de datos de 16s rRNA Greengenes (http://greengenes.lbl.gov), se
utilizd el porcentaje de 97 % como parametro minimo de similitud para la asignacion
taxondmica. Los andlisis de alfa y beta diversidad, asi como los analisis taxondmicos de
abundancia relativa se realizaron en RStudio (v.3.5.3), utilizando el paquete Qiime2R, se
utilizo6 PERMANOVA (999 permutaciones) para la determinacion de significancia de la beta
diversidad entre comunidades (p-value: <0.05), para cada variable (medio, dilucion y
tiempo). Las distribuciones de las distancias obtenidas en la beta diversidad se determinaron
con la métrica UniFrac utilizando PAST (v.3.24).
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5.6 Resultados y discusion

5.6.1. Caracterizacion taxondémica de la diversidad bacteriana presente en los medios de
cultivo y el fluido ruminal

Un total de 147 muestras, 48 tratamientos de 3 réplicas bioldgicas de fluido ruminal y 3
muestras de fluido (Tabla S2.1 Material Suplementario), fueron secuenciadas y analizadas,
obteniendo un promedio de 39538 lecturas por muestra con una longitud de 272 pb. Las
lecturas fueron clasificadas en 3764 OTUS asignados a 14 filos (Acidobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Elusimicrobia, Fibrobacteres, Firmicutes, Fusobacteria,
Lentisphaerae, Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes, Synergistetes, Tenericutes y
Verrucomicrobia).

De acuerdo con la caracterizacion taxonoémica del fluido ruminal en comparacion con los
medios de cultivo, se observa a nivel de filo (Figura 5.2) con una abundancia relativa superior
al 1%, la dominancia por Bacteroidetes con un 72 %, seguido por Firmicutes con un 20 %y
un 8 % del grupo de “Otros” donde se agrupan aquellos filos con una abundancia inferior al
1 %. Esto contrasta con la distribucion observada en los medios de cultivo, siendo de
Firmicutes (79 %), Bacteroidetes (11 %), Proteobacteria (8%), en Gltimo lugar Actinobacteria
(1%), y la clasificacion “Otros” (1%). Para la mayoria de los medios se observa la presencia
de los filos Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria no obstante cada uno de los medios
presenta una distribucion diferente de los filos mencionados. Las Actinobacterias se
encuentran enriquecidas en los medios CAN, GOOD, KNT y NYO, mientras que el filo de
Proteobacterias se enriquece de manera abundante en los medios ER, KNT y TRB, también
se destaca la selectividad del filo Firmicutes en el medio GC y la abundancia de otros filos
no abundantes de “Otros” en los medios ER y KNT. Esta distribucion taxonémica muestra
que los medios de cultivo utilizados en este ensayo no reflejan la composicion del contenido
ruminal, siendo los Firmicutes el filo con mayor abundancia y probabilidad de ser recuperado
[79].
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Figura5.2. Abundancia relativa de los filos mas abundantes para cada uno de los tratamientos y el rumen. En la parte inferior se observan
los tratamientos correspondientes a: (i) Diluciones: -2 (107?), -6 (10 y -12 (10%2); y (ii) Tiempos de incubacion: 3 dias (circulo naranja)
y 7 dias (pentagono verde) de incubacion.
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La distribucién taxondmica a nivel de género en el fluido ruminal (Seccién C, en Figura 5.3-
5.6) estd dominada por Prevotella (Bacteroidetes) con un 50 %, seguido del grupo de
“Otros” con 30 % lo que corresponde a un nimero elevado de OTUs con clasificaciones
fuera del nivel de género, como familia, orden y clase. La abundancia de Prevotella en el
fluido ruminal, ha sido reportada en animales con dietas tanto de forraje como de ensilaje de
maiz, en fase liquida y sélida del rumen, con abundancias del filo Bacteroidetes en un 33%
[80][81]. El alto porcentaje de OTUS con abundancias menores a 1 % se relaciona con
microorganismos que no se han descrito y/o caracterizado generando clasificaciones que
agrupan mas de un microorganismo como familia u orden, lo cual soporta la idea de que el
rumen es un ecosistema que comprende una poblacion bacteriana altamente diversa [68]. Al
observar los géneros que componen los filos més abundantes en los medios (Figura 5.3 - 5.6),
se destacan 11 géneros con una abundancia superior al 1% correspondientes a:
Acidaminococcus, Anaerovibrio, Butyrivibrio, Clostridium, Olsenella, Prevotella,
Selenomonas, Sharpea, Shuttleworthia, Streptococcus y Succinivibrio, ademas de 2 familias
y 1 orden identificados como Enterobacteriaceae, Lachnospiraceae y Bacteroidales
respectivamente.

En el medio CAN se observa a Selenomonas, Streptococcus, Prevotella y la familia
Lachnospiraceae como parte de la abundancia relativa dominante (Figura 5.3A), la cual
fluctda entre las diluciones, aumentando de la dilucion 10 a 10 y disminuyendo en la
dilucion mas alta. Los géneros Acidaminococcus, Clostridium, Olsenella y Succinivibrio,
muestran una alta variacion en la abundancia siendo mayor en la dilucién 102 vy
disminuyendo al aumentar la dilucidn, esto no se observa con Sharpea quien aumenta en 10°
12 El medio CAN es un medio rico en fuentes nitrogenadas, las cuales compone el 80 % del
medio, seguido de una Unica fuente de carbono (i.e., glucosa) y dos tipos de sales, este medio
carece de fluido ruminal o acidos grasos volatiles (AGVSs), pudiendo considerarse como parte
fundamental para la recuperacion de microorganismos ruminales [11], [53], [75].

A. B. C.
-2 -6 -12 -2 -6 12
1.0 1.0 1.0 Acidaminococcus
W Anaerovibrio
o] W Butyrivibrio
.2 Clostridium
‘a’ 0.75 0.75 0.75 W Oisenella
TJ Prevotella
t = W Selenomonas
5] W Sharpea
‘o 0.50 0.50 0.50 W Shuttieworthia
= Streptococcus
< B Succinivibrio
-g Unclassfied Enterobacteriaceae
- W Unclassfied Lachnospiraceae
..2 025} 0.25 0.25 Unclassfied Bacteroidales
M Others

0.0 0.0 0.0

[ e e e e e

3d 7d 3d 7d 3d 7d

Figura 5.3. Abundancia relativa de la diversidad de los medios CAN (A) y ER (B) a nivel
de género

— e — e —— —

3d 7d 3d 7d 3d 7d
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Para el medio ER (Figura 5.3B) se observa la dominancia de los géneros Prevotella,
Selenomonas, Sharpea, Streptococcus, el Orden Bacteroidales y la familia Lachnospiraceae,
manteniéndose presentes en las diluciones evaluadas; no obstante, su abundancia fluctia de
una dilucion a otra. A diferencia del medio CAN, Anaerovibrio, Clostridium se encuentran
presentes en la mayoria de los tratamientos, aunque en baja abundancia, mientras que el
grupo “Otros” se observa en una mayor proporcion. En cuanto a la dilucion 1072 existe una
disminucion de los grupos mencionados con anterioridad a excepcion de Prevotella,
Streptococcus y Sharpea el cual aumenta en 7 dias de incubacion cuando Streptococcus se
encuentra disminuido. ElI medio ER, a diferencia del medio CAN esta compuesto de tres
fuentes de carbono (glucosa, maltosa y almiddn soluble), una solucién de varias sales y fluido
ruminal filtrado; esta diferencia en composicion puede tener un efecto en el enriquecimiento
de otros OTUS en baja abundancia del grupo de “Otros . Los medios CAN y ER son medios
descritos para la recuperacion de microorganismos anaerobios y anaerobios ruminales [74]
aunque su capacidad de aislamiento no ha sido reportada previamente en la literatura.

El medio GC (Figura 5.4A) esta dominado principalmente por Streptococcus y por menos
del 5% de otros géneros como Selenomonas en la dilucién 10 en comparacion con los otros
medios este es el Gnico que esta dominado por un género. Para la dilucion 102 se da un
cambio considerable con el enriquecimiento de Sharpea. EI medio GC, es un medio simple
compuesto de dos fuentes de carbono, siendo glucosa un monosacarido y celobiosa un
disacarido formado por dos glucosas, ambas fuentes son de fermentacion rapida generando
que microorganismos como Streptococcus puedan crecer de forma rapida, produciendo altas
cantidades de acido lactico, generando una caida en el pH, acidificando el medio e inhibiendo
el crecimiento de microorganismos celuliticos y bacterias gram negativas como Selenomonas
ruminantium [82]; lo anterior se relaciona con lo observado en la figura 5.5A, donde al diluir
la muestra en la dilucion es posible reducir la concentracion de Streptococcus, dando paso a
otros microorganismos como Sharpea productora de acido lactico [83].
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Figura 5.4. Abundancia relativa de la diversidad de los medios GC (A) y GOOD (B) a nivel
de género.

El medio GOOD (Figura 5.4B) muestra una estabilidad en la abundancia en las diluciones
102y 10°® de las poblaciones Clostridium, Prevotella, Selenomonas, Streptococcus, familia
Lachnospiraceae, orden Bacteroidales y “Otros”. En 1072 se da un aumento de Sharpea,
Selenomonas y Shuttleworthia, los demés microorganismos dejan de estar presentes en esta
dilucion. Segun Goodman et al., 2011 [75] el medio GMM (nombrado GOOD en este
estudio), permite la recuperacion de microorganismos de los phyla Verrucomicrobia,
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria, de los cuales el filo Firmicutes
con la clase Clostridia constituyen el grupo en mayor abundancia cultivado, ese resultado es
comparable con lo encontrado para este estudio, donde el medio es capaz de enriquecer
poblaciones del género Clostridium en la mayoria de los tratamientos a pesar de no ser el de
mayor abundancia.

En el medio KNT (Figura 5.5A) se observan a los géneros de Clostridium, Selenomonas,
Streptococcus, familia Lachnospiraceae, el orden Bacteroidales y el grupo “Otros” como
parte de las dos primeras diluciones donde posteriormente su abundancia disminuye.
Butyrivibrio, Prevotella, Sharpea y Succinivibrio componen la abundancia total de la Gltima
dilucion donde a diferencia de todos los medios este Gltimo género muestra una mayor
abundancia en 10 en ambos tiempos de incubacion. En el 2011 Kenters et al., [11]
desarrollaron un medio (nombrado KNT en este estudio) mineral suplementado con
vitaminas y fluido ruminal enriquecido, que recrea la composicién de nutrientes del rumen,
donde al ser utilizado con diluciones es capaz de aislar bacterias ruminales, este medio fue
utilizado en ovejas. Los microorganismos de los géneros Butyrivibrio, Clostridium vy
Prevotella fueron enriquecidos tanto por lo reportado por el autor como en este estudio.
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Figura 5.5. Abundancia relativa de la diversidad de los medios KNT (A) y KYO (B) a nivel
de género

La Figura 5.5B muestra una alta diversidad de microorganismos en las tres diluciones, el
comportamiento de 10y 10°° se da de forma similar a otros medios, manteniéndose un core
de microorganismos, con alta abundancia en Streptococcus, la familia Lachnospiraceae y el
grupo de “Otros” presente en la mayoria de los tratamientos. La dilucion 1072 esta
caracterizada por el enriquecimiento de Butyrivibrio el cual se encontraba en una abundancia
minima para las anteriores diluciones, junto a Prevotella y Sharpea componen la diversidad
de esta dilucion. Los medios KYO (Kikuyo) y TRB (Trébol), estan constituidos por una
solucidn de sales y una Unica fuente de energia siendo el zumo del forraje, este zumo puede
presentar material particulado. El kikuyo, es un pasto utilizado como forraje, con baja
digestibilidad y disponibilidad de carbohidratos de rapida fermentacion, por su composicién
de celulosa, hemicelulosa y la alta cantidad de almidon [84]es necesario la participacion de
microorganismos con actividad celulolitica, con enzimas que permitan su degradacién. Como
parte de los resultados y pese a que el medio presenta una composicién minima, su diversidad
parece ser alta y selectiva en diluciones mas altas, al observar el aumento de poblaciones de
Butyrivibrio y Prevotella especializados en la degradacion de xilanasas con actividad
endoglucanasa y xilosidasas para la fermentacion de la xilosa liberada [85].
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Figura 5.6. Abundancia relativa de la diversidad de los medios NYO (A) y TRB (B) a nivel
de género

Como resultado para el medio NYO (Figura 5.6A) se observa el cambio de las abundancias
de los géneros a través de las diluciones, en la dilucién 102 se da la disminucion de
Clostridium, Selenomonas y el orden Bacteroidales, mientras que Prevotella, Streptococcus
y la familia Lachnospiraceae se observa de manera abundante y Unicamente a los 3 dias de
incubacion, para los 7 dias el grupo de “Otros” aumenta, junto con Sharpea. En el 2014
Nyonyo et al.,[53] implementaron un medio a partir de agar y goma gellam con azo-
carboximetilcelulosa como fuente de carbono para el aislamiento de bacterias celuloliticas
del rumen, este medio (nombrado NYO en este estudio) fue implementado en este estudio
sin el uso del agar. De los resultados obtenidos por el autor y en este estudio, se destaca el
crecimiento de los microorganismos Anaerovibrio, Clostridium, Prevotella, Selenomonas,
Streptococcus, Succinivibrio y Butyrivibrio (Figura 5.6A), importantes por su actividad
xilanolitica y endoglucanasa

El medio TRB (Figura 5.7B) posee una abundancia minima del género Clostridium, que, al
revisar su clasificacion de especie, hace referencia a C. aminophilum (datos no mostrados).
La abundancia de la familia Enterobacteriaceae se observa de manera unica en este medio
con enriquecimiento en una réplica para cada dilucion, su abundancia supera el 70 % de la
muestra, adicionalmente la familia Lachnospiraceae alcanza el 25 % de abundancia en
promedio. Se destaca que la dilucion 102 es heterogénea en todas las réplicas de los
tratamientos a 3 y 7 dias, mostrando una composicion diferente en cada uno, su presencia
puede tratarse de un posible artefacto en el procesamiento de la muestra. El trébol rojo es un
forraje de tipo leguminosa de alta importancia por su capacidad de fijar nitrogeno
atmosférico, lo cual reduce los costos de fertilizacién del suelo. A diferencia del Kikuyo, el
trébol rojo tiene un mayor potencial tanto de ingesta como de rendimiento en rumiantes, con
una concentracion mayor de proteina [86]; dentro de su composicion se encuentran
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polifenoles e isoflavonoides que reaccionan con las proteinas presentes haciéndolas
resistentes de proteolisis, ademas de inhibir bacterias ruminales hiperproductoras de
amoniaco (HAB), las cuales inhiben la utilizacién de aminoacidos por parte del rumiante
[87]. Dentro del grupo de las HAB, se encuentran Peptostreptococcus anaerobius,
Clostridium sticklandii, and Clostridium aminophilum [88]. Los medios GOOD, KNT y
NYO en comparaciéon con la literatura, muestran que pueden ser reproducibles para la
obtencion de ciertos microorganismos, tanto reportados por los autores como reportados
aqui, aun cuando las condiciones no son reproducibles en un 100 %; también es posible que
las caracteristicas y capacidades de estos microorganismos cambien segun el medio en el
cual sean aislados generando nuevos conceptos de cudles son los microorganismos
encargados en diversas funciones como lo es la degradacién de los polisacaridos presentes
en los forrajes [53].

Los cambios de la composicion microbiana presentados en cada uno de los medios estan no
solo dados por el uso de las diluciones sino también con procesos estocasticos o de “drift”
ecologico, donde existen cambios en la abundancia e identidad de las especies que componen
dicha comunidad en un tiempo, estos cambios estan comprendidos por los cambios aleatorios
relacionados a nacimiento, muerte y reproduccion, se ha establecido que este efecto es mayor
sobre taxones microbianos denominados raros [89].

5.6.2 Efecto de la dilucion en la rigueza de especies bacterianas.

Como medicion de alfa-diversidad se utilizo el indice de Shannon, la Figura 5.7, muestra la
riqueza obtenida con el indice para los medios utilizados, de manera comparativa se observa
al rumen con la riqueza mas alta, para los medios se observan tres grupos segun la riqueza,
el medio NYO y el medio ER encabezan el indice con la mayor riqueza obtenida (4-6),
seguido de los medios CAN, KYO, KNT, GOOD con una riqueza media (3-4) y los medios
GC y TRB con la menor riqueza segun el indice (1-3).
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Figura 5.7. Alfa diversidad del indice de Shannon para los ocho medios evaluados.
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En el caso del uso de las diluciones sobre la riqueza, la Figura 5.8 muestra en la mayoria de
los casos que la dilucion 102 posee el indice de riqueza mas alto, el cual se ve afectado al
diluir la muestra. Los medios GC y TRB presentan un patrén diferente para las diluciones,
mostrando un indice de riqueza similar tanto en la dilucion méas baja como en la més alta.
Diaz-Garcia et al., 2021 [90] mostraron que el uso de diluciones (103, 10° 107) y de los
procesos estocasticos afectan la manera en que las comunidades se ensamblan en cada una
de las réplicas bioldgicas, observando diferencias en la diversidad obtenida. Los analisis de
alfa diversidad realizados sobre las diluciones son similares a los observados en este trabajo
donde a se observa un gradiente de disminucion en el indice al implementar al aumentar la
dilucion.

indice de Shannon

CAN ER GC GOOD KNT KYO NYO TRB RUMEN
-2 -6 W-12

Figura 5.8. Alfa diversidad del indice de Shannon para las diluciones empleadas como
variable en cada uno de los medios. Azul: Diluciéon 102 Naranja: Dilucién 10°. Rosado:
Dilucion 102, Amarillo: Rumen.

5.6.3 Efecto del tiempo de incubacion y dilucion en la composicién de la comunidad, andlisis
multivariado.

La determinacion del efecto de las variables sobre la comunidad fue realizada utilizando el
indice Unifrac (S-diversidad) el cudl compara las muestras utilizando las medidas de
distancias filogenéticas entre las comunidades, teniendo las diferencias en abundancia
relativa o en ausencia o presencia de los OTUs (Weighted (ponderado) y Unweighted (no
ponderado))[91]. Esta matriz de distancias entre muestras es utilizada por Qiime2 para la
construccion del anélisis de coordenadas principales (PCoA).

Los PCoA de la Figura 5.9 muestra la agrupacion de las muestras coloreadas por tiempos de
incubacion, incluyendo muestras de contenido ruminal. Los dos primeros ejes explican un
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22.3% (PC1) y 7.9 % (PC2) de la variabilidad para Weighted, y un 23 % (PC1) 18.2 % (PC2)
para Unweighted respectivamente. Los patrones de localizacion de las librerias no muestran
una agrupacion diferencial entre los tiempos de incubacion 3y 7 dias, superponiéndose entre
si; este comportamiento se observa, con los ejes PC1 vs PC2 y PC2 vs PC3, para los datos
Unweighted (Figura 5.9-A, B) y Weighted (Figura 5.9-C, D); a pesar de no observar
separacion por el tiempo, en el analisis de PERMANOVA para ambos casos se obtuvo
significancia (weighted p-values7qias:0.041, unweighted p-values.7aiss:0.002). Otros trabajos
previos han evaluado el efecto del uso de distintos tiempos de incubacion, Kenters et al.,
2011; y Nyonyo et al., 2014 [11], [53] realizaron incubaciones por periodos de 3, 8, 9 hasta
14 dias para el aislamiento de colonias, a pesar de ello, los autores no especifican si existen
diferencias de aislamiento en cada uno de los dias de incubacion.
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Figura 5.9. Andlisis de cluster para la variable de tiempo de incubacion, mediante el Analisis
de Coordenadas Principales (PCoA), utilizando la métrica Unifrac, A-B: graficos
Unweighted, C-D: graficos Weighted. Rojo: Muestras de rumen. Azul: Datos a los 3 dias de
incubacion. Morado: Datos a los 7 dias de incubacion.
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El efecto de la dilucion sobre la agrupacion de las comunidades se determino por la formacion
de clusters de los datos, estas agrupaciones se dan por el tipo de dilucién. EI PCoA (Figura
5.10-A) muestra tres agrupamientos de los datos con respecto al rumen; un grupo que se
ubica de manera cercana al rumen siendo de la dilucién 10 seguido de la dilucion 10 en
una distancia media y como grupo mas lejano la dilucion 101%; el comportamiento descrito
no es distinguible al utilizar los ejes PC2 vs PC3 donde los datos se sobrelapan (Figura 5.10-
B). La figura 5.10C y 5.10D muestran el comportamiento de los datos teniendo en cuenta la
abundancia relativa de cada muestra, en el que se distingue un cluster de datos perteneciente
a la dilucion 102y 10 sugiriendo que la abundancia relativa de estas muestras es similar,
los cuales se alejan de la dilucion 1022, lo que sugiere un cambio tanto poblacional como de
abundancia, este comportamiento se sustenta en los cambios observados a nivel taxonémico
para cada una de las diluciones (Figuras 5.3-5.6), lo cual se corrobora con el analisis de
PERMANOVA donde se establecio la significancia entre dos grupos de datos de la siguiente
manera: Glrumen -G2dos-seis-doce, Gldoce -G2dos-seis, ¥ Gldos-G2seis. En todos los casos para
unweighted y weightedse obtuvo significancia (p-value:0.001), a excepcion de, Gldos-G2seis
weighted p-value:0.596).
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Figura 5.10. Anélisis de cluster para la variable de dilucion, mediante el Analisis de
Coordenadas Principales (PCoA), utilizando la métrica Unifrac, A-B: graficos Unweighted,
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C-D: graficos Weighted. Rojo: Muestras de rumen. Verde: Datos con dilucion 102, Amarillo:
Datos con la dilucion 10, Azul: Datos con la dilucion 10722,

5.6.4 Determinacion de la distancia de las comunidades enriquecidas por los medios de
cultivo y fluido ruminal

Utilizando la distancia Unifrac de las comunidades de los medios de cultivo con respecto al
rumen se realizaron graficos de distribucidn boxplot, las Figura 5.11A-B consolidan los datos
de cada medio agrupéandolas por la dilucion despreciando el tiempo de incubacion de los
tratamientos, estas distribuciones representan el valor de la coordenada del dato vs la
coordenada del rumen en valor absoluto generando un valor de distancia, permitiendo
determinar los comportamientos de los tratamientos de forma conjunta asociando el medio
de cultivo.

Los datos de distribucion Unweighted (Figura 5.11-A) muestra tres tipos de patrones, el
primero es un patron de las distancias mas lejanas del rumen, el segundo un patron de
distancia intermedia al rumen, y tercero el patron con la distancia méas cercana al rumen. El
primer patron se caracteriza por presentar las tres diluciones con la distancia mas lejana al
rumen, ademas una agrupacion de los datos correspondientes a la dilucion 10° y 10%? a la
misma distancia, los medios CAN y GC presentan dicho patrén con un rango de distancia
entre 0.48 y 0.55 respectivamente. El segundo patrén con distancia intermedia al rumen
muestra que la dilucion 1072 presenta datos cercanos al rumen con distancias de 0.01, mientras
que los datos en 10° y 102 se observan separados entre si y se alejan con distancias entre
0.4 a 0.48, siendo una distancia mayor con respecto al rumen, este comportamiento se
observa en los medios ER, GOOD y KNT. Las distancias de los datos de las diluciones
sugieren una similitud de los OTUs del medio con los del rumen y segundo el efecto de la
dilucion de la muestra en las diluciones altas. El tercer patron presenta las distancias mas
cercanas al rumen para las tres diluciones en un rango entre la dilucion menor y mayor de
0.03-0.42 y 0.01-0.25 para los medios NYO y KYO respectivamente. Fuera de los tres
patrones descritos se observa que el medio TRB muestra una dispersion mayor de sus datos
en las diluciones, ademas presenta rangos de distancia similar entre las diluciones.

El boxplot para los datos Weighted (Figura 5.11-B) muestra que los datos de las diluciones
10y 10 presentan similitudes en los rangos de distancia dentro del medio, relacionandose
con los resultados de las abundancias taxonémicas para uno. No obstante, la distancia de
dichas diluciones con respecto al rumen difiere segtn el caso. La dilucion 102 muestra un
comportamiento heterogéneo entre los tratamientos, observando que la distancia de esta
dilucion con respecto a los datos del medio puede ser mayor, igual o menor que las dos
diluciones anteriores. Los datos correspondientes al rumen muestran distancia entre si,
aunque esa distancia es despreciable.
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Figura 5.11. Comportamiento de la distancia de los datos agrupados por dilucion para cada
uno de los medios evaluados mediante el grafico de boxplot y su relacion intra e intermedio
y su relacion con el rumen. Azul :102. Naranja:10°, Morado: 102,

El efecto de las diluciones sobre la diversidad estructural microbiana en un ecosistema ha
sido estudiado por Franklin et al., 2001 [92], donde establece que el uso de diluciones (10°,
101,102,103, 104,10°y 10°%) en una comunidad microbiana de aguas residuales, tiene un
efecto no-lineal sobre los parametros de diversidad, riqueza y homogeneidad, encontrando
que las diluciones mas cercanas a la muestra inicial (102, 10?) tienen caracteristicas de
diversidad y riqueza similares, posterior a la dilucién 107 disminuyen significativamente,
mientras que la comunidad se vuelve mas homogénea en la dilucién méas alta (10°). Lo
anterior puede responder a lo observado tanto en los PCoAs como en los boxplot de
distancias, donde los datos de las diluciones 102 son mas cercanas a las muestras del rumen
asi mismo 1072y 10" mantienen una relacion donde los datos son cercanos intra-dilucion,
pero se separan de forma inter-dilucion al tener en cuenta la diversidad de OTUs. Ademas,
la separacion de la dilucion mas alta de las muestras menos diluidas es observada tanto por
el autor [92] como por este trabajo. A diferencia de estos trabajos, esta investigacion utilizo

41



la secuenciacion de marcadores moleculares lo cual permite examinar mas ampliamente la
composicion de la diversidad independiente de cultivo, a pesar de esto una limitante del uso
de marcadores moleculares es que pueden amplificar genes de bacterias muertas o no activas
metabdlicamente lo cual no fue determinado en esta parte del proyecto, esto conlleva a que
existan diferencias en el momento de comparar la diversidad por metataxonomia versus en
el aislamiento de colonias.

5.7 Conclusién

Desde el establecimiento de la coleccion de microorganismos ruminales CMINA, se han
utilizado medios como el GC, que en este estudio muestran una limitada capacidad de
recuperacion de microorganismos ruminales. Este es el primer estudio que ademas de generar
una estrategia de evaluacion de medios utilizables en la recuperacion de microorganismos
ruminales, intenta dilucidar y establecer como las variables de tiempo de incubacion y
dilucion afecta el enriquecimiento de grupos taxonémicos microbianos. En general la
composicion taxonomica de los medios muestra un core de microorganismos similar aun
cuando los medios difieren de su composicion nutricional, y en comparacion con el fluido
ruminal muestreado se observaron diferencias significativas. El bajo enriquecimiento del filo
Bacteroidetes en las muestras de los medios de cultivo indica que esta poblacién requiere
probablemente de otras condiciones de cultivo que permitan su recuperacién. El uso de
diluciones confirma los resultados de otros autores que, junto con este trabajo, permite una
mayor selectividad y por ende una menor diversidad de microorganismos en diluciones altas.
De forma contraria a lo esperado, el tiempo no muestra una diferenciacion en la comunidad
recuperada. Todos los resultados permitieron seleccionar una estrategia siendo el uso de los
medios CAN, KNT y el uso de la dilucion 107 para la continuacion de este estudio, la
recuperacion de microorganismos de interés como Sharpea, Selenomonas, Olsenella,
Succinivibrio, Prevotella, Butyrivibrio y su reproducibilidad los hacen adecuados, para la
realizacion del objetivo 2. Hasta la fecha, este es el primer estudio que reune diferentes
medios de cultivo anaerobios reportados y de uso propio, para ser comparados mediante
metataxonomia en su capacidad de recuperar la microbiota ruminal.
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Capitulo 11

CARACTERIZACION DE BACTERIAS RUMINALES ANAEROBIAS EN DOS
MEDIOS DE CULTIVO SELECCIONADOS

Asociado al objetivo: Determinar el potencial de aislamiento de la estrategia de cultivo
seleccionada por su capacidad de enriquecimiento de poblaciones de interés.

Resumen

El aislamiento de las bacterias anaerobias es un paso fundamental para caracterizar sus
capacidades metabdlicas y determinar su posible rol en el ecosistema ruminal. No obstante,
la comparacion entre la diversidad de especies cultivadas y las observadas en estudios
moleculares independientes de cultivo, indica que una gran proporcion de microorganismos
no ha podido ser recuperada todavia por los medios de cultivo tradicionales. Esta dificultad
en el aislamiento de los diferentes grupos de microorganismos ruminales se debe a multiples
factores como los requerimientos nutricionales especiales tales como, concentracién de
minerales, vitaminas, acidos organicos y fuentes de carbono complejas. Ademas de las
interacciones entre poblaciones como el cross-feeding, factores intrinsecos de cada animal,
entre otros. Por lo tanto, para mejorar la caracterizacion del ecosistema ruminal, es necesario
una evaluacién sistematica de nuevos medios de cultivo junto a multiples condiciones de
aislamiento. Por esa razon, en este capitulo se caracterizd la poblacion bacteriana ruminal
cultivable mediante el uso de dos medios de cultivo seleccionados en el capitulo anterior por
su diferente capacidad de enriquecimiento (medios CAN y KNT). Estos medios pueden
elaborarse de forma reproducible y han mostrado un enriquecimiento consistente de grupos
taxondmicos microbianos, en concordancia con lo reportado en la literatura. El aislamiento
de microorganismos se realiz6 en seis etapas, bajo condiciones estrictas de anaerobiosis:
Toma de las muestras de fluido ruminal y dilucion del fluido ruminal hasta la dilucion 102%;
inoculacidn e incubacion en los medios CAN y KNT por 3y 7 dias; inoculacion en roll tubes
y pase de colonias aisladas a caldos CAN y KNT; verificacion de pureza de aislados por
microscopia y re-inoculacién en roll tubes, y finalmente la elaboracion de banco de cepas de
trabajo. Las colonias obtenidas una vez purificadas fueron caracterizadas por tincién de gram,
morfologia en microscopia de contraste de fases, microscopia electrénica SEM, e
identificacion molecular con la secuenciacion SANGER del gen 16S ARNr. Adicionalmente,
con los medios liquidos CAN y KNT de la etapa dos, se realizé un anélisis metataxondmico
utilizando el gen 16S ARNr de los cultivos utilizados para el aislamiento. Como resultados
se obtuvieron 60 aislamientos, de los cuales 54 fueron identificados por secuenciacion. Los
aislados identificados corresponden a los géneros: Staphylococcus (15), Streptococcus (14),
Succinivibrio (12), Selenomonas (2), Butyrivibrio (2), Pseudobutyrivibrio (2), Oribacterium
(2), Lactobacillus (2), Actinomyces (2), Pediococcus (1). Los andlisis metataxondmicos
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muestran que existe una alta reproducibilidad a nivel de filo en ambos medios, a nivel de
géneros, el medio CAN enriquece los mismos géneros observados en el capitulo I, mientras
que en el medio KNT existe una mayor diversidad de estos entre librerias, aun asi, este
resultado es comparable con lo reportado en literatura para este medio. Para la determinacion
de la fraccion cultivable de cada medio se tuvo en cuenta Gnicamente los géneros clasificados,
se observo que solo el 15 % del enriquecimiento del medio CAN es recuperado, mientras que
en el medio KNT es del 40 %. Para ambos casos se observo que varios de los aislamientos
no se encontraban presentes en los OTUs clasificados. Estos resultados sugieren que, la
evaluacion de la diversidad por metataxonomica en medios de cultivos puede guiar la
recuperacion de colonias de organismos poco caracterizados, como los aislamientos de
Actinomyces ruminicola, Streptococcus orisasini, Oribacterium sp, por medio del ajuste de
las metodologias de plaqueo, seleccidn, y aislamiento de colonias.
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6. Metodologia

6.1 Preparacion del animal y toma de muestras

Para la obtencion de fluido ruminal y preparacion del animal se realiz6 nuevamente el
procedimiento descrito en el capitulo I. Se colectaron tres muestras de fluido ruminal, como
réplicas biologicas.

6.2 Implementacion de estrategia de cultivo

De acuerdo con los resultados obtenidos en el capitulo anterior, se inocularon de forma
anaerobia tubos de la dilucion 107 a partir de las muestras de fluido ruminal en los medios
CAN vy KNT, incubados a 39 °C por un periodo de tiempo de 3y 7 dias. EI montaje se realizd
por en las tres réplicas tomadas (Figura 6.1).

r 8

| ‘ ‘ x

Diluciones hasta -12 x 3r Diluciones hasta -12 x 3r

CAN KNT
]
Hjigl J I
] k ]
3d 7d 3d 7d 3d 7d 3d 7d 3d 7d  3d 7d
’ L '
Roll tube Roll tube
CAN KNT

Figura 6.2. Disefio del montaje para el aislamiento de bacterias a partir de dos medios de
cultivo. Partiendo de tres réplicas bioldgicas de fluido ruminal, diluidas hasta 102 e
inoculadas posteriormente en dos tubos por réplica para cada medio, obteniendo un total de
doce tubos, incubados durante 3 y 7 dias. Posterior al tiempo cada tubo fue procesado para
aislamiento por el método de Roll-tube.

6.3 Aislamiento de microorganismos mediante Roll-tube

La Figura 6.2 muestra el proceso de aislamiento de colonias posterior al tiempo de incubacion
de 3y 7 dias. Los cultivos fueron diluidos de acuerdo con la concentracién obtenida por
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turbidez comparando con el patrén de McFarland, seleccionando las ultimas dos diluciones.
Los tubos de roll [1], fueron preparados con los medios CAN y KNT con agar al 1.5% (p/v)
a un volumen final de 4.5 mL por tubo, utilizando tubos tipo “Balch” con tapén de caucho y
agrafe. Previo a la inoculacion, se mantuvieron los tubos a 60 °C en bafio maria manteniendo
la fase liquida del medio, en el momento de la inoculacion se enfriaron los tubos a
temperatura de 35 °C, inoculando 0.5 mL de cada dilucidon. Con los tubos inoculados se
realiz6 manualmente la distribucion homogenea del medio girando sobre una superficie con
agua fria el tubo hasta lograr la gelificacion de una capa delgada de agar en todo el tubo. Los
tubos se incubaron de forma inclinada por 48h a 39 °C + 2 °C.

Finalizado el tiempo de incubacion se realiz6 la apertura de los tubos roll bajo condiciones
de esterilidad con el fin de hacer un repique de las colonias aisladas utilizando asas
desechables; cada colonia tomada se inocul6 en caldos de los medios CAN y KNT, los tubos
se incubaron por 48 h a 39 °C £ 2 °C. Todos los tubos con crecimiento fueron revisados por
microscopia de contraste de fases, verificando la pureza y homogeneidad de la morfologia
obtenida. Aquellos cultivos con mas de una morfologia fueron reprocesados empleando la
misma metodologia mencionada anteriormente.

CULTIVO INICIAL

|

Determinacién de
concentracion por escala de
McFarland
Diluciones

. seriadas
Elaboracion de

tubos roll
Inoculacion de

Roll

|

Incubacion

|

Repique de colonias del
roll a medio liquido

l

Verificaciéon de pureza por
microscopia de contraste de fases
_—— ¢Esta puro? —
v ¥
Si No
Realizar pase a nuevo medio
liquido y conservar en solucion ~——
anaerobia de conservacion

> Repetir proceso

Figura 6.3. Diagrama de flujo para el aislamiento de bacterias mediante la técnica de Roll-
tube, a partir de los cultivos iniciales de CAN y KNT en la dilucion 10?2 a 3 y 7 dias de
incubacion.
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Los aislados puros fueron repicados en un segundo tubo y conservados utilizando una
solucién de conservacion anaerobia (Material Suplementario S1) més glicerol al 15 % (v/v)
manteniendo las condiciones reductoras del medio. Por cada uno de los aislados obtenidos
se conservaron 10 viales, crio-conservando a -80 °C, adicionalmente se tomaron muestras
de 2 mL de cultivo puro, distribuidos en tubos eppendorf de 1.5 mL, estas muestras fueron
usadas posteriormente en la caracterizacion de los aislados.

6.4. Caracterizacién de los aislados

6.4.1 Tincion de Gram y descripcion morfoldgica
A partir de una muestra de cultivo puro y en condiciones estériles se tomaron muestras para
la realizacion de la tincion de Gram modificada descrita para bacterias anaerobias [1]
(Material suplementario S3), adicionalmente se tomaron muestras para describir su
morfologia por microscopia de contraste de fases.

6.4.2 Caracterizacion molecular de la diversidad recuperada

Para la identificacion molecular de los aislados se realizaron extracciones de ADN por el
método de fenol:cloroformo descrito en el capitulo 1, numeral 5.1.4, para la identificacion
del gen 16s [rRNA, se utilizaron los primers universales 27f (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y 1492r (5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’). La
PCR fue realizada a un volumen de 25 uL. La reaccion consistio en 2.5 ml de buffer 10x,
1ml 50 mM MgSO4, 0.5 ml of 10 mM DNTP mix (2,5 mM cada uno, Invitrogen, Carlsbad,
CA), 0.5 ml de cada primer, 0.1 ml de Taq Polymerase Platinum High-Fidelity (Invitrogen,
Carlsbad, CA), and 2 ml de DNA. El programa de PCR consistio en 2 min a 94 °C seguido
de 10 ciclosde 15sa94 °C,30sa 46 °Cy 1 mina 72 °C, seguido por 20 cicles de 15s a 94
°C, 30 sa50°C, 2mina 72 °C, con una extension final de 7 min a 72 °C. Los productos
amplificados fueron visualizados por electroforesis utilizando 2 pl del producto de PCR
amplificado en un gel al 1.5% (p/v). Los productos de PCR fueron secuenciados en Corpogen
(Bogota).

6.4.3 Determinacion de la estructura microbiana por microscopia electrénica (SEM)

Para la descripcion morfoldgica se realizd microscopia electronica (SEM) de los aislados
seleccionados utilizando un microscopio de haz de iones LYRA3 TESCAN en el Centro de
Microscopia de la Universidad de los Andes. Las muestras fueron realizadas a partir de un
cultivo puro, tomando un mililitro y centrifugandolo a 13.000 rpm durante 10 min,
transcurrido el tiempo de centrifugacion se retiro el sobrenadante, resuspendiendo las células
en solucion salina esteril al 0,85 %. Posteriormente se fijaron con solucion de glutaraldehido
al 25 % por 12 horas, finalizado el tiempo se centrifugé a 10.000 rpm por 5 min, el
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glutaraldehido fue retirado, las células se lavaron con agua grado molecular para retirar
impurezas; posteriormente se inicid0 la deshidratacion con etanol en diferentes
concentraciones. En primer lugar, se adiciono etanol al 70 % por 5 min, se retiro6 el etanol y
se realizaron dos lavados adicionales con etanol al 95 % durante 10 min cada uno. Finalmente
se realizaron tres lavados con etanol al 100 % por 20 min cada lavado. En cada paso de lavado
y adicion de etanol se utilizaron las condiciones de centrifugado a 10.000 rpm por 3 min.
Terminada la fijacion y deshidratacion de las células, las muestras fueron procesadas y
fotografiadas.

6.5. Analisis taxondmicos del enriquecimiento y los aislados obtenidos en cultivo puro

6.5.1 Analisis del gen 16s rRNA

Las secuencias recibidas fueron verificadas en su calidad mediante el programa Geneious
Prime (V.2019.2.1) e identificadas utilizando la herramienta BLAST proporcionada por el
NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), asi como la comparacién con la base de datos RDP
(https://rdp.cme.msu.edu/). Se realiz0 una comparacion filogenética de los aislados
utilizando secuencias relacionadas con cada aislado, utilizando como outgroup una secuencia
de Methanobrevibacter ruminamtium (GenBank NR_042784.1) Todas las secuencias fueron
alineadas en MEGA 7.0.26 con la herramienta ClustalW, posteriormente se realizé un arbol
filogenético mediante el método de distancia Neighbour-Joining, junto con el modelo de
Kimura 2P, con un bootstrap de 1000 iteraciones.

6.5.2 Librerias de amplicones

Posterior a los tiempos de incubacién de cada uno de los medios cultivos enriquecidos, se
prepararon las librerias de amplicones de 16s ARNT, siguiendo la metodologia descrita en el
capitulo I, numeral 5.4.2. Con el fin de establecer relaciones de reproducibilidad de los
medios con los resultados obtenidos del capitulo 1'y con lo reportado en literatura. Asimismo,
de establecer el porcentaje de recuperacion de los microorganismos aislados vs lo
enriquecido en el medio.

52


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://rdp.cme.msu.edu/

6.6 Resultados y discusion

Con base en los resultados obtenidos en el capitulo I, se determind que los medios CAN y
KNT cumplian con las caracteristicas deseadas para el aislamiento de microorganismos,
siendo medios con un indice de riqueza media, con la capacidad de enriquecer poblaciones
como: Butyrivibrio, Olsenella, Prevotella, Sharpea, Selenomonas, Succinivibrio,
Streptococcus, Shuttleworthia en la dilucidn mas alta. Parte de estos géneros han sido
reportados en la literatura para el medio KNT [3]. En cuanto al tiempo de incubacion no se
establecieron diferencias, sin embargo, para este capitulo se utilizar&n ambos tiempos de
incubacion.

6.6.1. Caracterizacion preliminar y microscopica de los medios de cultivo

La evaluacion preliminar de los dos medios de cultivo permite determinar algunas
caracteristicas de la comunidad seleccionada, como lo son la densidad de crecimiento de la
comunidad (examinacion de la turbidez y la produccién de gas) y la morfologia celular de
las bacterias seleccionadas. Como resultado de esta evaluacion se observaron diferencias
entre los medios. Los cultivos realizados para el medio CAN presentaron turbidez alta,
considerando como “alto” la opacidad del medio que no permite el paso de luz a través del
tubo, esta caracteristica se observo a 3 y 7 dias de incubacion, mientras que la produccion de
gas determinada mediante la insercion de una jeringa con aguja, en donde la presion generada
por el gas genera que el émbolo de la jeringa se desplace en su totalidad hacia arriba,
unicamente se registrd en la tercera réplica para los 3 dias de incubacién. Por otra parte, los
cultivos del medio KNT para ambos dias de incubacidn presentaron turbidez alta y sin
presencia de gas.

Las diferencias morfoldgicas de los cultivos fueron evaluadas por microscopia de contraste
de fases, encontrando diferencias para los 3 y 7 dias de incubacion Unicamente en el medio
CAN. Posterior a 3 dias se observaron: En la réplica 1: Bacilos en cadena y solos, algunos
moviles, bacilos de tipo vibrios y bacilos refringentes. Replica 2: Bacilos pequefios y
delgados, espiroquetas y vibrios. Replica 3: Bacilos cortos en su mayoria tipo vibrio.
Posterior a 7 dias, en las tres replicas se observan bacilos cortos, cadenas de bacilos, cocos
solos, en pareja y en formacion de cadenas. En el medio KNT las morfologias son
homogéneas en las réplicas para ambos tiempos de incubacion, observando bacilos
individuales, bacilos agrupados en cadena de tamafio mediano y vibrios a 3 dias y Bacilos
pequefios que no forman cadenas, bacilos largos, bacilos tipo vibrio.

6.6.2. Aislamiento de los microorganismos.

Teniendo en cuenta la turbidez observada se realizaron diluciones hasta 102 y 10® para el
medio CAN y KNT respectivamente, para los tubos de roll se seleccionaron las diluciones
10ty 102 para CAN, 108y 107 para el medio KNT. 48 horas después se seleccionaron la
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mayor cantidad de colonias separadas (Figura 6.3) de cada uno de los tubos y se repicaron en

los caldos correspondientes.

Figura 6.3. Crecimiento de colonias en tubos de roll posterior a 48h de incubacion para los
cultivos iniciales de CAN y KNT de 3y 7 dias

Posterior al tiempo de incubacion de las colonias repicadas en medio de cultivo especifico,
se verifico la pureza de los aislados mediante microscopia de contraste de fases; los aislados
finales fueron conservados en un banco de trabajo de cinco viales por aislamiento,
adicionalmente se realizo tincion de Gram y toma de muestra para la extraccion de ADN y
la posterior amplificacién del gen 16s rRNA para secuenciacion e identificacion. La Tabla
6.1 muestra los aislamientos finales obtenidos de cada uno de los medios y el resultado de la
tincion de Gram.

Tabla 6.1. Listado de aislamientos recuperados en los medios CAN y KNT, coloracion de Gram

y morfologia.

AISLADO IDENTIFICADOR* MEDIO TIEMPO GRAM** MORFOLOGIA
1 C 7D#16-11(1) CAN 7 dias G-Positivo  cocos tétradas y/o parejas
2 C 7D#7-11(2) CAN 7 dias G-Positivo  cocos tétradas y/o parejas
3 C 7D#7-11(1) CAN 7 dias G-Positivo  cocos tétradas y/o parejas
4 C 7D#19-9(1) CAN 7 dias G-Positivo cocos tétradas y/o parejas (pequefios)
5 C 7D#16-11(2) CAN 7 dias G-Positivo  cocobacilos en pareja
6 K 7D #5 KNT 7 dias G-Negativo  Bacilos curvos delgados medianos
7 K 7D #6 KNT 7 dias G-Negativo  Bacilos curvos delgados largos
8 K 3D#8-3(2) KNT 3dias G-Positivo  cocos en pareja y/o cadena
9 K 3D#6-5(3) KNT 3 dias G-Positivo  cocos en pareja y/o cadena
10 K 3D#3(1) KNT 3 dias G-Positivo  cocos en pareja y/o cadena
11 K 3D#11-4(2) KNT 3dias G-Positivo  cocos en pareja y/o cadena
12 C 7D#16-10(1) CAN 7 dias G-Positivo  cocos en pareja y/o cadena
13 C 7D#7-11(3) CAN 7 dias G-Positivo  cocos tétradas y/o parejas
14 K 3D#6-5(2) KNT 3 dias G-Positivo  cocos en pareja y/o cadena
15 C 7D#15-12(1) CAN 7 dias G-Positivo  cocos solos y/o pareja
16 C 7D#16-11(3) CAN 7 dias G-Positivo  cocos en pareja y/o cadena
17 C 7D#19-9(2) CAN 7 dias G-Positivo  cocos en pareja y/o cadena
18 C 7D #15-12(3) CAN 7 dias G-Positivo  cocos solos y/o pareja
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

C 7D #15-17(2)
K 3D#11-4(1)
K 7D #11-5(3)

K 3D#3-2(1)
K 7D#13-5(1)
K 7D#7-4(2)
K 7D#11-5(2)

K 7D#6(2)-7(1)

K 3D #16-4(3)
K 3D #15
C10#4
C3D-2#2
C10#4-2
K 7D #15-3(1)
C10#1
C 1045
C 3D#19-11

K 3D#16-4(3-1)

K 7D#13-5(2)
K 7D#6-4(1)
C 10#1-2
K 7D#15-5(1)

K 7D#(0)-10(1)

K 3D#16-8(2)
K 7D#"Al1"-11(1)
K 7D#"U"-8(2)
C 3D#10-12 (4.1)
K 3D#16-8(3)
K 7D#"P"-10(11)
K K-17(3)
C 3D #13-12(1)
K 7D#K16-6
K 7D#K16-1
K 7D#K16-4
K 7D#"R"

K 7D#K16-5
K 7D#"P"
Xyl K#2
Xyl K143
Xyl K #1
C3D#2-9
Xy K1#1

CAN
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
CAN
CAN
KNT
CAN
CAN
CAN
KNT
KNT
KNT
CAN
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
CAN
KNT
KNT
KNT
CAN
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
KNT
CAN
KNT

7 dias
3 dias
7 dias
3 dias
7 dias
7 dias
7 dias
7 dias
3 dias
3 dias
3 dias
3 dias
3 dias
7 dias
3 dias
3 dias
3 dias
3 dias
7 dias
7 dias
3 dias
7 dias
7 dias
3 dias
7 dias
7 dias
3 dias
3 dias
7 dias
7 dias
3 dias
7 dias
7 dias
7 dias
7 dias
7 dias
7 dias
7 dias
3 dias
7 dias
3 dias
7 dias

G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-voG-N
G-Negativo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-V
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-Positivo
G-voG-N
G-Negativo
G-Positivo
G-Positivo
G-Negativo
G-Negativo
G-Negativo
G-Negativo
G-Negativo
G-Negativo
G-Negativo
G-Negativo
G-Negativo
G-Negativo
G-Positivo
GP o GV
G-Positivo
G-Positivo
GPo GV

cocos solos y/o pareja

Bacilos curvos cortos

cocos tétradas y/o parejas

cocos tétradas y/o parejas

cocos en pareja y/o cadena

€ocos en pareja y/o cadena

cocos tétradas y/o parejas

€ocos en pareja y/o cadena
Bacilos enteros cortos

Bacilos enteros cortos semicurvos
cocos tétradas y/o parejas

Cocos en cadena

cocos tétradas y/o parejas

Coco bacilos

Bacilos medianos largos

cocos tétradas y/o parejas

Bacilos pequefios curvos

Bacilos delgados largos, tenues
cocos en pareja y/o cadena

cocos en pareja y/o cadena
Bacilos medianos largos

cocos tétradas y/o parejas

cocos tétradas y/o parejas

Bacilos delgados medianos, tenues
Bacilos enteros cortos semicurvos
cocos tétradas y/o parejas

cocos tétradas y/o parejas

Bacilos medianos enteros

Bacilos enteros cortos semicurvos
Bacilos enteros cortos semicurvos
Bacilos enteros cortos semicurvos
Bacilos enteros cortos semicurvos
Bacilos enteros cortos semicurvos
Bacilos enteros cortos semicurvos
Bacilos enteros cortos semicurvos
Bacilos enteros cortos semicurvos
Bacilos enteros cortos semicurvos
Bacilos cortos ligeramente redondos en la punta
Bacilos curvos muy delgados cortos
Bacilos cortos ligeramente redondos en la punta
Cocos en cadena

Bacilos curvos muy delgados cortos

*La letra C corresponde a los aislados recuperados del medio CAN, la letra K corresponde a los aislados
recuperados del medio KNT. En 3 dias (3D) o 7 dias (7D). **GP o G-Positivo: Gram-positivo, G-Negativo:
Gram-negativo, GV: Gram-variable.

Un total de 60 aislamientos fueron obtenidos, presentando morfologias relacionadas con
cocos y bacilos, 41 son Gram-positivos, 14 Gram-negativos y 5 Gram-variables; la
coloracion Gram-variable puede deberse a los cambios en la pared celular segun la fase de
crecimiento [4].
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6.6.3. Identificacion molecular de los aislamientos

Se amplificd exitosamente el gen 16S rRNA para todos los aislados (Figura S5.1-B Material
Suplementario). Se extrajo ADN total de todos los aislados (Tabla S4.1 Material
Suplementario), y se visualizaron en gel de agarosa al 1.5 % (p/v) (Figura S5.1-A Material
Suplementario), algunos de los aislados presentaron concentraciones superiores a 100 ng/uL
de ADN, en aquellos casos en la reaccion de PCR se tom¢ unicamente 1 uL de ADN para
evitar la saturacion de la reaccion, aquellas muestras con una concentraciéon menor de 100
ng/uL ADN, se utilizaron 2 uL. Los productos de amplificacion por PCR fueron secuenciados
por SANGER. La calidad de las secuencias obtenidas de cada aislado se verifico en el
programa Geneious Prime (v.2019.1), retirando los segmentos de mala calidad al inicio y
final de la secuencia.as secuencias verificadas fueron utilizadas para la identificacion de los
aislados utilizando la herramienta segmatch del RDP
(https://rdp.cme.msu.edu/segmatch/seqmatch_intro.jsp) y por medio de la busqueda de
homologia utilizando BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y la base de datos de
marcadores moleculares (16S ribosomal RNA sequences) del NCBI. La mayoria de las
secuencias analizadas por ambas bases de datos coinciden con los mismos microorganismos
y mantienen el porcentaje de identidad en rangos superiores al 90%; los aislados 6, 7, 30, 35,
presentaron porcentajes inferiores al 90 % de identidad con la base de datos RDP, pero un
porcentaje superior en la base de datos del NCBI. Asimismo, se presentaron coincidencias
para dos especies de un mismo género que comparten un porcentaje de similitud como el
caso de las especies Staphylocccus warneri y Staphylococcus pasteuri (Tabla S6.1, Material
Suplementario).

Se identificaron diez géneros y doce especies asociadas a los géneros: Actinomyces
ruminicola, Butyrivibrio sp, Limosilactobacillus mucosae, Oribacterium sp, Pediococcus
acidilactici, Pseudobutyrivibrio sp, Selenomonas ruminantium Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus pasteuri, Streptococcus orisasini, Streptococcus
equinus, Streptococcus lutetiensis, Streptococcus salivarius y Succinivibrio dextrinosolvens.
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6.6.4 Analisis filogenético

o1
—_—

Clado Strepiococcus

Clado Lactobaciliaceas

Clado Staphylococcus

Clado Selenomonas

Clado Lachnospiraceae

Clado Actinomyces

Clado Succinivibrionaceae

- Cepa 37 K7D13-5(2)
Streptococcus lutetiensis_strain_HDP90246_16S
Streptococcus equinus_strain_| NCDO 1037 16S
Streptococcus lutetiensis_strain_CIP_106849_16S
Streptococcus equinus_ATCC_9812_16S
Streptococcus equinus_strain_ NBRC_12553_16S
Cepa 24 K7D7-4(2)
Cepa 23 K7D13-5(1)
Cepa 22 K3D3-2(1)
Cepa 38 K7D6-4(1)
Cepa 26 K7D6(2)-7(1)
Cepa 10 K3D3(1)
Cepa 8 K3D8-3(2)
Cepa 9 K3D6-5(3)
Cepa 11 K3D11-4(2)
Cepa 14 K3D6-5(2)
Streptococcus lutetiensis_strain_ NEM_782 16S
Cepa 16 C7D16-11(3)
Cepa 5 C7D16-11(2)
Streptococcus salivarius_strain ATCC_7073_16S
Streptococcus salivarius_16S
Cepa 30 C2-2
Streptococcus orisasini_strain_ NUM_18071_16S
Cepa 39 C10-1-2
Lactobacillus mucosae_strain_S32 168
Cepa 33 C10-1
Cepa 13 C7D7-11(3)
Pediococcus acidilactici
Pediococeus acidilactici16S_strain_TGK
Pediococcus acidilactici_DSM_20284_16S
Staphylococcus pesfeun sfram ATCC 51129_16S
Staphylococcus warneri_strain_ AW _25_16S
Cepa 29 C10-4
Cepa 1 C7D7-11(2)
— Cepa 31 C10-4-2
Cepa 2 C7D16-11(2)
Cepa 21 K7D11-5(3)
Cepa 25 K7D11-5(2)
Cepa 41 K7D(0)-10(1)
Cepa 39 C3D16-12(4-1)

Cepa 34 C10-5
Cepa 3 C7TD7-11(1)

Cepa 4 C7D19-9(1)
Cepa 18 C7TD15-12(3)

Cepa 19 C7D15-17(2)

Cepa 15 C7D15-12(1)

Cepa 17 C7D19-9(2)

Staphylococcus epidermidis_strain_Fussel 16S

Staphylococcus epidermidis_strain NBRC_100911_16S
Selenomonas-bovis-strain-WG-16S

Cepa 43 C3D13-12(1)

Selenomonas-ruminantium-strain-LongL2-16S
Selenomonas-ruminantium-isolate-M12-165

Selenomonas-ruminantium subsplactilytica-strain-JCM-6582-16s
Selenomonas-ruminantium isolate-L14-16S

Cepa 35 C3D19-11(10-3)

Cepa 7 KTD6

Cepa 6 K7TD5

Pseudobutyrivibrio ruminis_strain_DSM_9787_16S

Pseudobutyrivibrio xylanivorans_strain_Mz_5_16S

Butyrivibrio proteoclasticus_strain_B20_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence
Butyrivibrio profeoclasticus_B316_strain_B3167T_16S_ribosomal_RNA_gene_complete_sequence
Cepa 60 Xyl_K1-1

Butyrivibrio hungatel strain_JK205_16S_ribosomal_RNA_gene_pariial_sequence
Buftyrivibrio hungatei_strain_JK_615_ 16S

Butyrivibrio fibrisolvens_strain_ATCC_19171_165

Butyrivibrio fibrisolvens_ATCC_19171_16S_rRNA_gene

Butyrivibrio pmteocfasﬂcus_sfmm_dd_TSS_nbosomaf_ RNA_gene_partial_sequence
Oribacterium sp_4F76CC_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence

QOribacterium sp_4C51CB_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence

Cepa 42 K3D16-8(2)

Cepa 36 K3D16-4(3)

Oribacterium asaccharolyticum_ACB7_16S_ribosomal_RNA_partial_sequence
Oribacterium asaccharolyticum ACB7_16S

Oribacterium sp_oral_taxon_108_strain_F0425

Oribacterium sp oral taxon 108 strain F0425 165 ribosomal RNA gene partial sequence(2)
Uncultured Oribacterium_sp_clone_49_D18-c_4 16S_ribosomal RNA_gene_partial_sequence
Oribacterium sinus_16S_ribosomal_RNA_gene partial_sequence

Oribacterium parvum_ACB1_165_ribosomal RNA_partial _sequence

Oribacterium parvum_ACB1_165

Onbacrenum sinus_. stram AlP_ 35402 168

Cepa 58 Xyl _K-1

Actinomyces bovis_strain NCTC_11535_16S
Actinomyces bovis_strain_ DSM_43014_16S
Suceinimonas amylolytica_strain_DSM_2873_16S
Anaerobiospirillum thomasii_strain_DSM_11806_16S5
Cepa 47 K7DP-10(1)

Cepa 42 K7DK-17(3)

Cepa 43 KTDA1-11(1)

Cepa 50 K7TD16-6

Cepa 54 K7TD16-5

Cepa 55 KTDP-10(2)

Cepa 53 KTDR

Cepa 51 K7DK16-1

Cepa 52 K7TDK16-4

Cepa 28 K3D15-3(1)

Cepa 27 K3D16-4(3-1)
Succinivibrio-dextrinosolvens-strain-0654-168
Succinivibrio dextrinosolvens_165

Methanobrevibacter ruminantiurn_M1_16S
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Figura 6.4. Dendograma filogenético por Neighbour-joining de los aislados, conformando 7
clados; Methanobrevibacter ruminantium fue utilizado como raiz del &rbol. Los nimeros en
los nodos son los valores de Bootstrap (5) basados en el andlisis de Neighbour-joining de
1000 réplicas. La barra explica el 5% de divergencia en las secuencias.

En la Figura 6.4, del &rbol filogenético describe 7 clados que agrupan los aislamientos con
las secuencias de referencia. EI primer clado corresponde a todos los microorganismos del
género Streptococcus, los aislamientos 37, 24, 23, 22, 38, 26, 10, 8, 9, 11y 14, se encuentran
en el cluster con las especies de Streptococcus equinus y Streptococcus lutetiensis ademas de
compartir esta caracteristica, se resalta que todos los aislamientos nombrados fueron aislados
en el medio KNT tanto para los 3 y 7 dias de incubacion (Figura 6.5, Tabla S6.1, Material
Suplementario). Estas especies de estreptococos hacen parte del complejo SBSEC
(Streptococcus bovis/Streptococcus equinus complex) compuestos por diferentes especies de
estreptococos que hacen parte de tracto gastrointestinal de animales y humanos, pero que a
su vez pueden ser patdgenos oportunistas con caracteristicas de alta patogenicidad en
humanos, ademas de representar uno de los grupos con mayor resistencia antimicrobiana [5],
no obstante otros estudios se han centrado en establecer el rol que ejercen estas especies en
el rumen. Segun Aphale, Natu, Laldas, & Kulkarni, 2019 [7] la administracion oral de
S.bovis/S.lutetiensis tienen un efecto antimicrobiano, reduciendo la poblacion de coliformes
y el aumento de levaduras utilizando RUSITEC como modelo; de igual forma Streptococcus
se ha reportado como parte de los microorganismos amiloliticos degradadores de almidon y
utilizadores de productos intermediarios, su alta abundancia en el rumen puede tener un
efecto negativo en el rumiante incrementando la produccién y acumulacion de acido lactico
y por ende favorecer la acidosis aguda y subaguda [8]. La similitud de las secuencias con
ambas especies esta explicada por la alta cantidad de genes conservados y la transferencia
horizontal de genes entre el complejo SBSEC y otros estreptococos [9], ubicando a los
aislados y las secuencias de referencia en el mismo cluster. Parte del cluster de los
Streptococcus se encuentra las especies Streptococcus salivarius y Streptococcus orisasini.
Junto a S. salivarius se encuentran agrupados los aislamientos 16 y 5 aislados en el medio
CAN a 7 dias de incubacion (Tabla 3), esta especie hace parte de la microbiota normal de
cavidad oral e intestinal en humanos, su contribucion ha sido descrita en la homeostasis
inmunoldgica y la regulacién de la respuesta inflamatoria, este microorganismo no ha sido
asociado a procesos de patogenicidad [10], asimismo se ha reportado su rol ecolégico con la
reduccion de la adhesion y colonizacion de patdgenos manteniendo la salud oral e intestinal
del humano [11]. Aun cuando no es un microorganismo propio de los rumiantes, se le han
reportado caracteristicas asociadas tanto a la resistencia de antibiéticos, como a la produccion
de bacteriocinas con efecto probiotico. Tal y como lo muestra Nam et al., 2009 [12] con el
aislamiento de especies de S.salivarius en leche proveniente de bovinos con mastitis, con un
perfil de resistencia a cefalotina y oxacilina. Hyink et al., 2007 [13], reportan la produccion
del lantobiotico Salivaricin B por parte de S.salivarius. Los dos aislamientos de esta especie
pueden no estar relacionados directamente con la comunidad ruminal y pueden tratarse de
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microorganismos presentes en el animal, asi como contaminacion cruzada en la
manipulacion, sin embargo, su prospeccion como productores de bacteriocinas presenta un
potencial. El aislamiento 30 se agrupa con Streptococcus orisasini el cual es un
microorganismo descrito recientemente por Takada et al., 2013 [14], fue aislado de la cavidad
oral de un burro y su secuencia se encuentra relacionada con la especie S.ratti esto se
correlaciona con la identificacion realizada por la base datos de RDP, al clasificar el
aislamiento 30 con la especie S.ratti con un 70% de identidad. S.orisasini no ha sido descrito
de manera amplia, tampoco se ha descrito como parte de la microbiota de rumiantes, este
aislamiento puede ser el primer aislamiento hecho a partir de fluido ruminal de bovinos y
aislado utilizando un medio de cultivo descrito en un handbook de microbiologia, S.orisasini
se describe morfoldégicamente como cocos en pareja o en cadenas cortas, sin embargo, esta
morfologia no corresponde a la observada para este aislamiento en la microscopia tanto de
contraste como electrénica (Figura 6.5, Figura 6.7-H), ya que su crecimiento en el medio
CAN bajo condiciones anaerobias estrictas a 7 dias de incubacién, es de cocos en cadenas
largas, esta diferencia puede ser propia del microorganismo, puesto que el microorganismo
reportado en literatura fue aislado utilizando medio BHI y suplementado con extracto de
levadura al 1 %, para ambos casos el medio BHI y el medio CAN son medios con una alta
concentracion de nitrégeno y con una unica fuente de carbono siendo la glucosa.

El segundo cluster agrupa a las bacterias acido lacticas de la familia Lactobacillaceae con
los géneros Limosilactobacillus y Pediococcus. Los aislados 39 y 33 recuperados del medio
CAN a 3 dias de incubacion (Tabla 3) coinciden con L.mucosae (Figura 6.7-D) el cual es un
microorganismo capaz de adherirse a la pared intestinal y de inhibir el crecimiento de
patdgenos en el tracto gastrointestinal mediante exclusion competitiva, esta caracteristica la
hace ademas una bacteria con potencial probiético, dado que puede colonizar rapidamente el
intestino; actualmente se han descrito diversos genes relacionados a la capacidad de adhesion
[15], ademaés se ha reportado su aislamiento en el tracto gastrointestinal de terneros, asi como
del intestino y heces fecales de cerdos [16]-[18]. Su recuperacién es importante dado que la
CMINA posee una coleccion de Bacterias Acido-Lécticas (BAL) que han sido estudiadas por
su potencial probidtico y antagdnico contra diversos patdgenos, sugiriendo posibles estudios
en co-cultivo con Limosilactobacillus como L. reuteri el cual presenta una homologia de
genes mub responsables en la produccion de proteinas especificas descritas como “mucus-
binding” las cuales podrian ser potencializadas en conjunto. Asimismo, el aislamiento 13
recuperados del medio CAN a 7 dias de incubacién, coincide con Pediococcus acidilactici,
es de resaltar que no es comun la recuperacion de esta BAL en contenido ruminal bajo
condiciones de dieta de solo forraje, puesto que su presencia esta relacionada con acidosis
ruminal y puede ser confundido con el grupo de Streptococcus bovis por presentar
caracteristicas de ese género[19].
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Figura 6.5. Fotografia del aislamiento 30 relacionado a la especie Streptococcus orisasini,
A: coloracidon de gram, siendo gram positivo; B y C: Morfologias en microscopia de contraste
de fases 40x. Crecimiento en el medio CAN

El tercer clado corresponde al género Staphylococcus, el cual se divide en dos subclados con
las especies S. warneri/pasteuri y S. epidermidis. El primer subclado corresponde a los
aislados 29,1,31,2,39,34 y 3 aislados en el medio CAN en ambos tiempos de incubacion, y
los aislamientos 41,25 y 21 aislados en medio KNT posterior a 7 dias de incubacion, estos
aislamientos hacen parte del subclado de S. warneri/pasteuri. En el segundo subclado se
encuentran los aislamientos 4,18,19,15 y 17 recuperados en el medio CAN a los 7 dias de
incubacidon, estos comparten la rama de S. epidermidis. En el primer subclado los
aislamientos identificados como S. warneriy S. pasteuri (Figura 6.7-G), pertenecen al mismo
cluster de estafilococos, denominado Cluster S. warneri [20], en cuanto a la relacién que
pueden tener con los rumiantes, han sido descritos como la primera causa de abortos en
bovinos [21]. En el segundo subclado se encuentra S.epidermidis, un estafilococo coagulasa
negativo (SCN) ubicuo de la microbiota de la piel [22], aunque su aislamiento en piel o
mucosa de bovinos es baja, su impacto esta relacionado con mastitis bovina a nivel clinico o
subclinico [23], varios estudios han descrito la produccidn de bacteriocinas para esta especie,
con capacidad de inhibir bacterias Gram-positivas [22]. Su capacidad de crecer en el medio
CAN bajo condiciones anaerobias y mantener una viabilidad posterior a los dias de
incubacidn es notable, ya que se ha descrito que es un microorganismo anaerobio facultativo
capaz de sobrevivir a diferentes concentraciones de oxigeno y de aumentar la formacion de
biofilms en condiciones estrictas de anaerobiosis[24], [25]. No es claro que la recuperacion
de estos aislamientos identificados como S. epidermidis, S. warneri y S. pasteuri puedan
corresponder la poblacidn del fluido ruminal, con la posibilidad de ser parte de la microbiota
de la piel o la canula del bovino o una contaminacion cruzada por manipulacién durante el
aislamiento.

En el cuarto clado se encuentra a Selenomonas ruminantium con los aislados 43 y 35, sin
embargo; se observa una separacién de ambos aislamientos entre si y comparten similitud
con las secuencias de referencia utilizadas. Selenomonas ruminantium ha sido descrito como
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una bacteria no fibrolitica, que interviene en los procesos de degradacion ruminales gracias
a su sinergia con bacterias fibroliticas como Fibrobacter succinogenes y Ruminococcus
flavefaciens aumentando la capacidad de degradacion y produccién de propionato [26], la
importancia de aislamientos como Selenomonas ruminantium esta en el uso potencial con
accesiones del banco del género Ruminococcus en procesos de degradacion de forrajes, que
puedan ser potencializados en bioproductos.

En el quinto clado se encuentran los aislamientos 7y 6, 60 y 57 42 y 36, que pertenecen a la
familia Lachnospiraceae, con los géneros Pseudobutyrivibrio, Butyrivibrio y Oribacterium
respectivamente, los seis aislados fueron recuperados en el medio KNT a 3 y 7 dias de
incubacidn. Los resultados de identificacion de los aislados 7 y 6 (Figura 6.7-F) no mostraron
asignacion de especie, lo cual se corrobora en el arbol filogenético al separarse de las especies
P. ruminis y P.xylanovorans las cuales se encuentran mas relacionadas entre si que con los
aislados. En el caso de los aislado 60 y 57 (Figura 6.7 B-C), presentaron porcentajes de
identificacion altos para las especies de B. fibrisolvens y B.hungatei con las bases de datos
utilizadas (Tabla S6-Material suplementario), esto no se observa con las secuencias utilizadas
como referencia, contrario a lo esperado se agrupan con B.proteoclasticus. Para la
identificacion de los aislados de Oribacterium (42 y 36) no se registré especie, la posibilidad
de que se trate de otra especie podria indicarse por su separacion en un subclado frente a las
tres especies existentes para el género O. assacharolitycum, O. sinus, O.parvum, estos
aislados fueron recuperados en KNT a los 3 dias de incubacion. Los aislados de Oribacterium
sp difieren tanto de las secuencias usadas, asi como de las morfologias descritas para las
especies, la Figura 6.6 y Figura 6.8-E muestra las microscopias de contraste como electronica
por SEM, tratdndose de bacilos alargados puntiagudos que forman cadenas o en solitario, con
un tamafio de 10 um. Los géneros Pseudobutyrivibrio y Butyrivibrio hacen parte de la
microbiota ruminal representando una gran porciéon de los microorganismos ruminales
cultivables, ambos contribuyen a la degradacion de fibra y son de los pocos microorganismos
capaces de degradar el xilan [27]. Hasta la fecha se conocen dos especies de
Pseudobutyrivibrio, P.ruminis y P.xylanivorans, capaces de utilizar hemicelulosa, oligo y
monosacaridos [28], y cuatro especies ruminales de Butyrivibrio, B.fibrisolvens, B.crossotus,
B.hungatei y B.proteoclasticus [29], productoras de amilasas, celodextrinasas y 1-4-b-
endoglucanasas, ambos géneros son productores de butirato [30]. Kope¢ny et al., Pidcock et
al. [29], [30] reportaron la baja resolucién del gen 16s rRNA para la determinacion de especie
en estos géneros, esto, debido a la alta variabilidad genética que existe entre cepas que han
sido clasificadas dentro de la misma especie y la existencia de un bajo nimero de genes
“core” y un alto numero de genes “accesorios” y genomas abiertos, los autores sugieren una
reclasificacion mediante el uso del ANI a 32 generos con 42 especies. Carlier, et al., 2004,
describid el género Oribacterium, las especies descritas han sido aisladas de cavidad oral
humana [31], [32], con un Unico reporte sobre Oribacterium aislado de rumen con capacidad
de degradar pectina de plantas en el ambiente ruminal [33].
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Figura 6.6. Micrografias y Fotografia del género Oribacterium. A y B: O. parvum, y O.
asaccharolyticum [32]. C y D: O. sinus [31]. E: Coloracion de gram del aislado 36 y 42. F:
Fotografia de contraste de fases aislamiento 36, 40x. G: Fotografia de contraste de fases
aislamiento 42, 40x.

Como sexto y séptimo clado, los aislados 56 y 58 identificados como Actinomyces
ruminicola, y los aislados 47, 42, 43, 50, 54, 55, 53, 51, 52, 28 y 27 identificados como
Succinivibrio dextrinosolvens se encuentran agrupados con las secuencias de referencia para
cada especie, los trece aislados fueron aislados usando el medio KNT en ambos tiempos de
incubacion, la mayor parte de los aislados de S. dextrinosolvens fueron recuperados a siete
dias de incubacion. EI género Actinomyces, comprende diferentes especies que pueden
afectar negativa o positivamente a los bovinos; un ejemplo es A. bovis, causante de
actinomicosis caracterizado por abscesos y lesiones centradas en la mandibula y cabeza [34].
Pero, especies como A. ruminicola y A. nasicola han sido descritas en el rumen [35], [36], A.
ruminicola es una bacteria relativamente nueva, aislada de rumen de bovinos, capaz de
hidrolizar xilano y almidon, ademas de producir &cido férmico, acético y lactico, a partir de
glucosa [36]; poco se conoce de su rol en procesos de fermentacién ruminal, su morfologia
se describe como bacilos que se ramifican en angulo agudo, los aislados se observan como
bacilos cortos que se ramifican (Figura 6.7-A) . Succinivibrio dextrinosolvens hace parte de
la familia Succinivibrionaceae la cual ha sido poco descrita, esta bacteria es productora de
acido succinico [37], y ademas esta involucrada en el metabolismo del nitrégeno el cual tiene
un efecto en el desarrollo del rumiante [38], Bryant & Small (1956), reportaron este género
del cual se desprenden dos grupos de acuerdo a su metabolismo fermentativo, asi como
diferencias en su morfologia. Algunas cepas de S. dextrinosolvens son capaces de fermentar
dextrina y maltosa indicando su papel en la hidrolisis de productos derivados de almidén,
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ademas de aumentar la concentracién de propionato al producir &cido succinico como
producto final de la fermentacion de glucosa. Ademas, se describen dos tipos de bacilos, con
un tamarfio que oscila entre 1 a 5 um de largo, de bordes puntiagudos de forma helicoidal o
semihelicoidal, pueden ser cortos o largos y posterior a afios de cultivo pueden perder su
forma curvada [37], [38]. Dentro de los hallazgos en este estudio, dos tipos de morfologias
fueron observadas para este microorganismo, la Figura 6.7 1-J, muestran los dos tipos de
Succinivibrio dextrinosolvens recuperados, todas las cepas presentaron crecimiento en medio
celobiosa con produccion de gas, esta caracteristica difiere por lo reportado por Bryant [37],
al reportar que las mayoria de las cepas aisladas no fermentaban este disacarido.

Figura 6.7. Microscopia electronica SEM, de 10 aislados recuperados en los medios CAN y
KNT. A) Actinomyces ruminicola, B, C) Butyrivibrio sp, D) Limosilactobacillus mucosae,
E) Oribacterium sp, F) Pseudobutyrivibrio sp, G) Staphylococcus pasteuri, H) Streptococcus
orisasini, |, J) Succinivibrio dextrinosolvens

La Figura 6.8 muestra la distribucion de aislados segun el medio y tiempo de incubacion; en
el medio KNT, 12 aislamientos S. dextrinosolvens fueron obtenidos en mayor proporcion a
los 7 dias de incubacidn, seguido de 11 aislamientos del complejo S. lutetiensis/equinus con
igual nimero de aislados por tiempo, 2 aislamientos de Oribacterium sp y 2 Butyrivibrio sp
fueron obtenidos en 3 dias de incubacion, 2 Pseudobutyrivibrio y 2 A. ruminicola se
obtuvieron en 7 dias. El medio CAN, se obtuvieron 3 aislamientos del género Streptococcus
con dos especies, ambos aislados en 7 dias de incubacién, 12 aislados del género
Staphylococcus el complejo S. warneri/pasteuri recuperado en ambos tiempos de incubacion,
de igual manera tres aislamientos fueron recuperados en 7 dias en KNT. Teniendo en cuenta
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aquellos aislamientos que presentaron dos posibles especies para una sola secuencia se
construy6 un arbol filogenético utilizando el total de las secuencias obtenidas determinando
la posicion filogenética de los aislados.

CAN3D ®CANT7D mKNT3D ®KNTT7D

Succinivibrio dextrinosolvens
Streptococcus orisasini
Streptococcus lutetiensis/equinus

Streptococcus salivarius

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus warneri/pasteuri
Selenomonas ruminantium
Pseudobutyrivibrio sp
Pedicococcus acidilactici
Oribacterium sp

Lactobacillus mucosae

Butyrivibrio sp

=~

Actinomyces ruminicola

Figura 6.8. Distribucion de géneros y especies aislados en cada uno de los tiempos en los
medios CAN y KNT.

6.6.5 Comparacion de la diversidad cultivable y no cultivable.

6.6.5.1 Comparacion de la composicién de filos

Un total de doce muestras (figura 6.1) de ambos medios utilizadas para el aislamiento de los
microorganismos fueron secuenciadas y analizadas obteniendo un promedio de 12,370
lecturas con una longitud de 300 pb. Las lecturas fueron clasificadas en 166 OTUs asignados
a 7 filos (Euryarchaeota, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria,
Tenericutes, Verrucomicrobia). Este capitulo no contempla el andlisis del fluido ruminal
colectado, por tanto, la determinacion del porcentaje recuperado de la muestra inicial no fue
calculado.
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Figura 6.9. Gréafico de barras que describen la abundancia relativa de la composicién de filos
de los microorganismos aislados y su comparacion con los microorganismos enriquecidos al
utilizar el medio CAN en la dilucion 1012 en ambos tiempos de incubacidn.

De acuerdo con la caracterizacion taxonémica y su comparacion entre los resultados del
capitulo 1, se observa a nivel de filo (Figura 6.9) para el medio CAN y con abundancia
superior al 1% la persistencia de los filos Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes. Los
porcentajes de aumento y disminucion en comparacion con el capitulo | se observaron de la
siguiente manera: Las Actinobacterias presentaron un aumento en promedio de 3.71 % a
22.72 % en 3 dias, a diferencia de la disminucion de 5.89 % a 0.86 % cual se observa presente
en una sola replica de los 7 dias de incubacion. En promedio los Bacteroidetes aumentaron
para ambos tiempos con 5.94 % a 16.7% en 3 dias y 2.03 % a 25.11 % en 7 dias. Asi mismo,
los Firmicutes persisten siendo el filo dominante del medio por encima del 60%, para los 3
dias se observa una disminucion del 88.2 % al 60.58% y del 87.52 % al 74% para los 7 dias.
Las proteobacterias no se observaron en el enriquecimiento para este medio. De los 54
aislamientos recuperados, 20 fueron aislados en CAN y pertenecen unicamente al filo de los
Firmicutes.
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Figura 6.10. Gréafico de barras que describen la abundancia relativa de la composicion de
filos de los microorganismos aislados y su comparacion con los microorganismos
enriquecidos al utilizar el medio KNT en la dilucion 102 en ambos tiempos de incubacion.

Por otra parte, el medio KNT (Figura 6.10) se observd persistencia de los filos
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria. De forma puntual las
Actinobacterias presentaron en promedio un aumento de 0.08 % a 0.50% en 3 dias y 0.14 %
a 2.26 % en 7 dias, estos aumentos se observaron en una Unica replica para cada dia. Los
Bacteroidetes se observaron presentes en las tres réplicas del dia 3 en los resultados del
capitulo 1, sin embargo, se observa un descenso en el enriquecimiento para ambos tiempos
en promedio del 20.26 % a 5.88 % en 3 diasy 11.94 % a 6.05 % en 7 dias. Los Firmicutes
por su parte se observaron enriquecidos pasando de 47.6 % a 91.13 %y de 55.14 % a 84.55
% en promedio para 3 y 7 dias respectivamente. Las Proteobacterias que anteriormente se
encontraban presentes en el dia 3 con un promedio de 26.39 % disminuyeron a 2.49 %, en el
dia 7 se observé una disminucién notable de su abundancia con porcentaje de 32 % a 4.43
%. Adicional se observaron los filos de Euryarchaeota, Tenericutes y Verrumicrobia como
componentes de la microbiota enriquecida del medio, los tres filos presentes a 7 dias de
incubacién con porcentajes de 2.24 %, 0.17 % y 0.30 % respectivamente. Los 34 aislados
recuperados en este medio, hacen parte de los filos Actinobacterias, Firmicutes y
Proteobacteria, destacando que tanto las Actinobacterias como las Proteobacterias hacen
parte de la comunidad menos abundante del medio segun los resultados meta taxonémicos.
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Las diferencias en la abundancia pueden estar relacionadas con las caracteristicas del fluido
muestreado, aun cuando el muestreo se realizd bajo las mismas condiciones, variables
asociadas a la ingesta de forraje y agua pueden alterar la composicién microbiana [39], la
cual se ve reflejada en la capacidad de recuperacion en los medios de cultivo. Los resultados
en cuanto a filo muestran que los medios tienen una alta reproducibilidad de los filos
mencionados.

6.6.5.2 Comparacion de la composicidn de géneros.

La determinacion del enriquecimiento de microorganismos a nivel de géneros en cada uno
de los medios de cultivo permite corroborar la reproducibilidad de los resultados en el tiempo
y con la literatura para el caso del medio KNT.

Libreria metataxonémica Capitulo I Libreria metataxonémica Capitulo IT Taxonomia
. m Lachnospiraceae
Acidaminococcus

u Butyrivibrio

1.0
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Figura 6.11. Gréafico de barras que describen la abundancia relativa de la composicion de
géneros de los microorganismos aislados y su comparacion con los microorganismos
enriquecidos al utilizar el medio CAN en la dilucién 10712 en ambos tiempos de incubacion.

La figura 6.11 corresponde a la distribucion de abundancia relativa para los géneros del
medio CAN y su comparacion entre librerias y los géneros aislados. Los microorganismos
de los géneros Olsenella, Prevotella, Selenomonas, Sharpea, Shuttleworthia y Streptococcus,
siguen siendo enriquecidos por el medio de cultivo. El género Olsenella se observa el
enriquecimiento a 3 dias aumentando de 3.66 % a 22.72 % y su disminucion de 5.89 % a
0.86 % en 7 dias, siendo inverso el comportamiento a lo observado en el capitulo I con el
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aumento de la abundancia de este genero en 7 dias. Prevotella anteriormente se observé en
una abundancia menor al 10 %, aumentando para ambos dias de 5.91 % a 16.70 % y 2.03 %
a 25.11 % en 3 y 7 dias respectivamente. Selenomonas al igual que en los resultados
anteriores se observd en ambos dias de incubacion, su enriquecimiento se mantuvo en
porcentajes cercanos a lo observado previamente, siendo de 22.18 % a 17.52 % en 3 dias y
24.95 % a 39.69% en 7 dias. Sharpea uno de los géneros mas abundantes para CAN a 7 dias
de incubacion, presentd una disminucién en su enriquecimiento de 32.25 % a 13.89% en 3
dias y 50.30% a 0% a 7 dias. Streptococcus se observd para ambos tiempos de incubacion
con 20.39 % a 11.23 % para 3 dias y 8.39 % a 16.53 % para 7 dias. Olsenella, Prevotella,
Selenomonas y Streptococcus, son microorganismos no celuloliticos [40], su metabolismo
esta relacionado con la fermentacion de carbohidratos simples y la produccion de &cidos
como lactato, butirato, acetato y succinato por parte de Prevotella, el cual no se ve inhibido
por pH bajos [41], [42], la composicion del medio podria jugar un papel determinante en el
enriquecimiento de estos microorganismos, al poseer como unica fuente de carbono glucosa,
donde su utilizacion podria aumentar el pH del medio e inhibir otras poblaciones. El género
Succinivibrio se observo en una abundancia baja en ambos dias en los resultados anteriores,
con 1.83 % y 4.35% para 3 y 7 dias de incubacién, mientras que para los resultados de este
capitulo no se observé abundancia de este género en ninguna de las muestras. Shuttleworthia
se observd en un primer momento con abundancias menores al 2% para ambos dias de
incubacidn, sin embargo, los resultados muestran un enriquecimiento para ambos dias de 2.5
y 7.5 veces mas en cada tiempo, puntualmente las abundancias incrementaron de 1.62 % a
421 %y 1.24% a9.35 % en 3y 7 dias, este es un microorganismo poco estudiado del cual
se conoce Unicamente una especie (S.satelles), descrita como sacarolitica productora de
acetato, butirato y lactato como productos finales en la fermentacion de glucosa [43].
Finalmente, la familia Lachnospiraceae nuevamente se observéd en el medio manteniendo
abundancias similares en el tiempo, con 6.94 % a 7.56 % en 3 dias y 2.64% a 3.53% en 7
dias. De forma general el medio tiene reproducibilidad en el tiempo, al enriquecer en su
mayoria los mismos géneros, sin embargo, en la capacidad de recuperar se observa que de
13 géneros clasificados en libreria solo 2 géneros (15 %) hacen parte de la fraccion cultivable.
De los aislados obtenidos (#20), el 75 % (15 aislados) no se observan en los resultados de las
librerias metataxondmicas realizadas, correspondiendo a 12 aislados del género
Staphylococcus, 2 aislados del género Lactobacillus, 1 aislado del género Pediococcus, este
resultado puede sugerir que estos taxones se encuentran en una abundancia baja que no es
capaz de ser capturada durante la preparacién de la libreria metataxonémica. El 15 % restante
de aislados (Selenomonas y Streptococcus) hacen parte de los géneros enriquecidos y que
han estado presentes en las dos librerias realizadas.
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Figura 6.12. Gréafico de barras que describen la abundancia relativa de la composicion de
géneros de los microorganismos aislados y su comparacion con los microorganismos
enriquecidos al utilizar el medio KNT en la dilucion 1072 en ambos tiempos de incubacion.

Como resultado de la comparacidon de las librerias realizadas en el tiempo y su relacion con
lo aislado para el medio KNT, se observa que a diferencia de la similitud entre librerias a
nivel de filo (Figura 6.12) los géneros enriquecidos aqui difieren de lo observado en la
primera libreria, anteriormente la abundancia relativa estaba dominada por los géneros
Butyrivibrio, Prevotella, Sharpea, Succinivibrio y Selenomonas en la mayoria de las réplicas
y en ambos tiempos de incubacion. Para este capitulo, existe una mayor diversidad de
poblaciones, un ejemplo de esto es la abundancia de otros géneros que no habian sido
clasificados antes o que se encontraban por debajo del 1% de abundancia como:
Pseudobutyrivibrio, Streptococcus, Clostridium y Anaerovibrio. Adicionalmente, se
observan otros microorganismos en abundancias menores como, el género Lactobacillus, las
familias Veillonellaceae, Coriobacteriaceae, Ruminococcaceae, y los érdenes Clostridiales,
Bacteroidales, que no hacian parte de lo observado anteriormente. Este medio fue reportado
por Kenters et al., 2011[3], en el cual a partir de 1000 tubos se obtuvieron 54 aislamientos
utilizando extincion de muestra por dilucion trece veces (10%), los aislamientos fueron
relacionados con los géneros de Anaerovibrio, Butyrivibrio, Clostridium, Coprococcus,
Lachnospira, Oribacterium, Pseudobutyrivibrio, Prevotella, , Ruminococcus, y Treponema.
Algunos de estos géneros se encuentran identificados en la libreria, a excepcion de
Coprococcus, Lachnospira y Oribacterium, sin embargo, estos géeneros hacen parte de la
familia Lachnospiraceae la cual se encuentra presente en los OTUs de la libreria. Lo anterior
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sugiere que la posible variabilidad en enriquecimiento de unas poblaciones u otras en las dos
librerias puede estar ligada al fluido ruminal utilizado para el medio, puesto que este
componente contiene nutrientes intrinsecos que pueden no ser removidos durante la
clarificacién, generando condiciones cercanas a la natural proporcionando factores de
crecimiento que permiten mayor variedad y riqueza de poblaciones [44]. Los géneros
Anaerovibrio, Clostridium, Lactobacillus y Pseudobutyrivibrio fueron enriquecidos, pasaron
de tener un 0 % como abundancia en la libreria anterior a tener abundancia de 4 %y 12.6 %,
6.7 %y 16.4 %, 1 % (3 dias Unicamente), 25 % y 11.8 %, 20.3 % y 10 % respectivamente
para los dos dias de incubacion. En cuanto a los géneros que se observaron dominantes
anteriormente pero que continlan presentes se tiene que Butyrivibrio ha disminuido
notablemente de 9.3 % a 0 % en 3 diasy de 3.9 % a 0.4 % en 7 dias. por otra parte, Prevotella
se observa en baja abundancia pasando de estar en 20.3 % en 3 dias a 5.9% y de 11.5 % a
3.5% en 7 dias. Selenomonas con una abundancia mayor en 3 dias con 21.2 % a diferencia
de 6.1 % observado anteriormente, de manera contraria se observa la disminucion a 7 dias
pasando de 20 % a 1.3 %. Segun los resultados de la libreria del capitulo anterior, los géneros
de Sharpea y Succinivibrio eran dominantes para ambos dias de incubacion, en esta segunda
libreria su abundancia disminuy6 considerablemente pasando de 20.9 % a 0.3 % en 3 dias y
de 30.7 % a 15.9 % en 7 dias, en el caso de Succinivibrio pas6 de 26.4 % a 2.5% Yy 32.4 % a
1.8 % en ambos dias de manera correspondiente. De acuerdo con la clasificacion taxondémica
de la libreria del medio KNT se observa que de 10 géneros. 4 hacen parte de la fraccion
cultivable (Butyrivibrio, Pseudobutyrivibrio, Succinivibrio y Streptococcus). Del total de
aislamientos obtenidos (36 aislados), el 79 % (27 aislados) se observan en las librerias
taxondmicas, mientras que el 21 % (7 aislados) restante que corresponden a Actinomyces,
Oribacterium y  Staphylococcus no se encuentran en la clasificacion.

6.7 Conclusion.

Gracias a las condiciones de medio de cultivo y dilucion seleccionadas del capitulo anterior,
se logro el aislamiento 54 aislamientos identificados con los géneros y especies de:
Actinomyces ruminicola, Butyrivibrio sp, Limosilactobacillus mucosae, Oribacterium sp,
Pediococcus acidilactici, Pseudobutyrivibrio sp, Selenomonas ruminantium Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus warneri, Staphylococcus pasteuri, Streptococcus orisasini,
Streptococcus equinus, Streptococcus lutetiensis, Streptococcus salivarius y Succinivibrio
dextrinosolvens. Varios de estos microorganismos no habian sido aislados antes en la
coleccion CMINA bajo los medios tradicionales de cultivo. En adicion, el uso de librerias
metataxonomicas permitié establecer que el medio CAN cuenta con una alta reproducibilidad
en el tiempo, al recuperar el 90 % de los taxones clasificados en el capitulo I, de manera
contraria el medio KNT mostré un alto porcentaje de variacidén con respecto a lo visto en
capitulo anterior. A pesar de ello, el mayor porcentaje de recuperacién fue obtenido en el
medio KNT. Los resultados obtenidos en la utilizacion del medio CAN constituyen hasta
ahora el primer reporte cientifico de su uso y su capacidad de aislamiento.
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Capitulo 111
POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS.

Asociado al objetivo: Determinar el potencial antimicrobiano de los microorganismos
recuperados contra patdgenos de relevancia en ganaderia.

Resumen

Diferentes interacciones microbianas se han descrito de acuerdo con el tipo de asociacion
entre comunidades, tales como el mutualismo y sinergismo, comensalismo, parasitismo y
predacion, amensalismo y competencia. EI rumen es un ambiente altamente complejo en el
que multiples especies compiten por el uso de las fuentes de carbono estructural y los
subproductos de su degradacion, debido a esta competencia, los grupos microbianos han
desarrollado estrategias para inhibir el crecimiento de otros, una de estas estrategias es la
produccion de compuesto con capacidad antimicrobiana (AMP). Los compuestos
antimicrobianos son de gran interés para la bioprospeccion debido al potencial que tienen en
la inhibicién de crecimiento de patdgenos o microorganismos no deseados. Para explorar el
potencial antimicrobiano de aislamientos ruminales, se seleccionaron 35 aislamientos
obtenidos en el capitulo Il. De este grupo 26 aislados fueron utilizados como antagonistas,
mientras que los 9 aislados restantes pertenecientes a los géneros de Streptococcus y
Staphylococcus, fueron utilizados con doble propdsito, como microorganismos antagonistas
y microorganismos patdgenos. En adicion, se utilizo la cepa E.coli O157:H7 en el grupo de
patdgenos. La caracterizacion del potencial antimicrobiano se realizé en dos etapas: En la
primera etapa se realiz6 un screening de la capacidad antagénica mediante la técnica de
difusion en agar, donde se enfrentd el cultivo de cada antagonista versus los 10 patdgenos.
Esta etapa permitio seleccionar aislados con resultados de inhibicion. En la segunda etapa se
evaluo el si la accion inhibitoria se debia a algin compuesto soluble liberado al medio o si
era necesario la presencias de las células, para esto se determind de forma cuantitativa el
porcentaje de inhibicidn de los aislados sobre las células de los patdégenos, utilizando cuatro
fracciones a partir del cultivo de cada aislamiento: Sobrenadante filtrado (SF), sobrenadante
filtrado concentrado (SFC), cultivo (C) y células resuspendidas en solucién salina 0.85 %
(v/v) (CSN). Para esto se utilizé la lectura de absorbancia de los cultivos en placas multipozo.
Como resultados de los 35 aislados evaluados durante el screening, 21 cepas mostraron
potencial de inhibicion frente a E. coli O157:H7. En los resultados cuantitativos, de 84
fracciones totales evaluadas, 16 fracciones mostraron ser capaces de inhibir mas del 50% al
patdgeno, 59 fracciones inhiben menos de un 50 %, mientras que 9 no mostraron ningun tipo
de inhibicion, por el contrario aumentaron el crecimiento del patdgeno hasta un 20% mas que
el control utilizado de E. coli O157:H7. Las fracciones con mayor porcentaje de inhibicion
(superiores al 50%) pertenecieron a los cultivos de Limosilactobacillus mucosae,
Pediococcus acidilactici, Succinivibrio dextrinosolvens y Streptococcus orisasini. Los
resultados de este capitulo dan una aproximacién al potencial antimicrobiano de bacterias
que participan en la fermentacion ruminal, expandiendo el conocimiento ecoldgico de este
ecosistema.
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7. Metodologia

7.1 Cultivo de microorganismos

7.1.1 Cultivo de BAR

Los microorganismos obtenidos en el capitulo Il fueron reactivados desde criovial en los
medios del que fueron aislados, utilizando CAN y medio Celobiosa para los descritos en
medio KNT; todos fueron incubados por 48 h a 39°C + 2°C, posterior a este tiempo se realizd
un pase a un nuevo medio, dejando un tiempo de incubacion de 24 h.

7.1.2 Cultivo de patdgeno

Se selecciono una cepa de Escherichia coli O157:H7 perteneciente a la coleccion CMINA,
la cual se reactivo desde criovial en medio BHI, incubando por 24 h a 37 °C + 2 °C posterior
a este tiempo se realizé6 un pase a nuevo medio, las condiciones de incubacion se
mantuvieron.

7.2 Screening de actividad antimicrobiana

Para el screening, se utilizaron aislados entre los géneros Streptococcus y Staphylococcus a
modo de patdgeno, los cuales han sido reportados como causantes de enfermedades en
bovinos y humanos[1]-[4] , aquellos aislados diferentes a estos dos géneros fueron utilizados
como los microorganismos antagonicos a ser evaluados, en adicion los aislados usados como
patégenos fueron evaluados entre ellos.

7.2.1 Método de difusion en agar

Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus warneri (aislados: 1, 21, 29), Staphylococcus
pasteuri (aislados: 3, 45), Streptococcus salivarius (aislado: 16), Streptococcus lutetiensis
(aislado: 8), Streptococcus equinus (aislado: 23), Streptococcus orisasini (aislado: 30) fueron
utilizados como patdgenos. Pediococcus acidilactici (aislado: 13), Pseudobutyrivibrio sp
(aislados:  6,7), Selenomonas ruminantium (aislados: 20, 35, 49), Succinivibrio
dextrinosolvens (aislados: 27, 43, 46, 47, 48, 50, 51, 52, 53, 54, 55), Limosilactobacillus
mucosae (aislado: 33, 39), Oribacterium sp (aislados: 36, 42), Actinomyces ruminicola
(aislados: 56, 58), Butyrivibrio spp (aislados: 57, 60) fueron utilizados como
microorganismos antagonistas, incluyendo los aislados de Staphylococcus y Streptococcus
mencionados inicialmente. La numeracion de los aislados corresponde a la tabla 6.1 del
capitulo 2.
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Todos los patdgenos fueron ajustados a una concentracion de 1x108, posteriormente se
depositd una alicuota de 100 pL para siembra masiva utilizando escobillones estériles, sobre
agar CAN, agar Celobiosa y agar BHI segun el medio de crecimiento del patégeno. Posterior
a la inoculacién y secado de la caja, se depositaron gotas de 10 pL de cultivo de cada uno de
los aislados a ser evaluados sobre la capa inoculada. Las cajas fueron incubadas a 39 °C +
2°C para los aislados, mientras que para las evaluaciones con E. coli se utilizd una
temperatura de 37 °C = 2°C, en ambos casos se mantuvo la condicion de anaerobiosis con
sobres de anaerobiosis (Anerogen™, Thermo Scientific™, MA, USA), el ensayo se realizd
por triplicado.

7.2.2 Evaluacion de la fraccion con actividad antimicrobiana en placa multipozo.

Para la determinacion cuantitativa de la actividad antimicrobiana se utilizaron placas de 96
pozos (CELLSTAR®, Greiner Bio-One GmbH, A-KR), con un volumen final por pozo de
200 uL en relacion 1:1 (patogeno: tratamiento). El patégeno fue utilizado en una
concentracion de 1x108, mientras que los tratamientos utilizados se obtuvieron mediante el
fraccionamiento del cultivo de cada antagonista con resultados positivos de inhibicion.

Tratamiento 1: Sobrenadante filtrado (SF). Para ello se tomd 1.5 mL de cultivo
completo en tubos de 2 mL, posteriormente se centrifugé a 10000x g por 5 min, el
sobrenadante recolectado se filtr6 por membranas estériles de 0.22 um (MF-
Millipore®, Merck KGaA, DEU, DA).

Tratamiento 2: Sobrenadante filtrado concentrado (SFC): El proceso del tratamiento
1 fue repetido para la obtencion del sobrenadante filtrado, el cual se concentrd en un
Vap® DNA Concentrator (LABCONCO, Kansas City, MO) a 37°C x 1 h, hasta
obtener la mitad del volumen filtrado.

Tratamiento 3: Células en solucién salina (CSN): Se tom6 1.5 mL de cultivo completo
en tubos de 2 mL, posteriormente se centrifug6 a 10000x g por 5 min, el sobrenadante
fue descartado y el pellet de células fue lavado y resuspendido en 1 mL de solucién
salina 0.85 % (p/v), el cual se retir6 centrifugado a 10000x g por 5 min, este proceso
fue realizado dos veces. El pellet lavado fue resuspendido en 1 mL de solucién salina
0.85 % (p/v).

Tratamiento 4: Cultivo completo (C): Se tom6 1 mL del cultivo total.

Para el disefio de las placas se utilizaron 3 repeticiones por tratamiento, los medios CAN,
Celobiosa y MRS fueron utilizados como controles negativos. Las placas fueron leidas por
espectrofotometria a una absorbancia a 600 nm (BioTek™ Cytation™ 3, VT, USA) en
intervalos de 20 min por 20 h.
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7.3 Resultados y discusion

7.3.1 Screening de actividad antimicrobiana mediante difusion en agar.

36 aislados fueron evaluados por su capacidad antagonica, Actinomyces ruminicola (2),
Butyrivibrio spp (2), Limosilactobacillus mucosae (2), Limosilactobacillus fermentum (A1,
CMINA), Oribacterium sp (2), Pediococcus acidilactici (1), Pseudobutyrivibrio sp (2),
Selenomonas ruminantium (3), Succinivibrio dextrinosolvens (12), Staphylococcus warneri
(3), Staphylococcus pasteuri (2), Streptococcus salivarius (1), Streptococcus lutetiensis (1),
Streptococcus equinus (1) y Streptococcus orisasini (1).

Figura 7.4. Screening de actividad antagénica cualitativa para algunos de los patégenos
evaluados, utilizando el método de difusion en placa. A. Staph pasteuri (aislado 3) B. Staph
warneri (aislado 29). C: Strep salivarius (aislado 17). D, E y F: Strep orisasini (aislado 30).
G, Hy I: E. coli O157:H7. Las flechas rojas indican los halos de inhibicién.

Los antagonistas mostraron tres tipos de interacciones. La primera, caracterizada por el
crecimiento sobre el agar con el patdgeno, observando dos resultados, crecimiento con
inhibicién (Figura 7.1 D-F) y crecimiento sin inhibicién (Figura 7.1 A-C). Segundo,
inhibicién sin necesidad de crecimiento del antagonista (Figura 7.1 G-I) y tercero,
antagonistas sin crecimiento sobre el agar y sin inhibicion del patégeno. De los 9 patdgenos
utilizados, Unicamente se observo inhibicion para E. coli O157:H7 y S. orisasini (30). En el
primer caso, 22 microorganismos (L. fermentum (A1-CMINA), Pseudobutyrivibrio (6, 7), P.
acidilactici (13), S. ruminantium (20, 35, 49), S. dextrinosolvens (27, 43, 46, 47, 48, 50, 51,
52, 54), S. orisasini (30), L. mucosae (33, 39), Oribacterium sp (36, 42), S.pasteuri (45) )
mostraron halos de inhibicion en las tres réplicas realizadas (Tabla 7.1), las inhibiciones
observadas se caracterizaron por la ausencia de crecimiento de los antagonistas, observando
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unicamente los halos. 7 microorganismos presentaron crecimiento junto a E. coli O157:H7
sin inhibicion, los 7 aislamientos restantes fueron negativos para crecimiento e inhibicion.

Para el caso de S. orisasini (30), 9 microorganismos fueron positivos en la produccion de
halos (L. fermentum (A1-CMINA), S. warneri (1), S. pasteuri (45), S. lutetiensis (8), S.
salivarius (16), S. equinus (23), L.mucosae (33), S. ruminantium (35), S. dextrinosolvens
(53)). 7 microorganismos presentaron crecimiento junto a S. orisasini (30) sin inhibicién, los
19 microorganismos restantes fueron negativos para crecimiento e inhibicion.

El crecimiento conjunto de ambos grupos de microorganismos (patégeno o antagonista) bajo
la misma condicidn, supone la existencia de un mecanismo de competencia en el cual ambas
especies pueden coexistir, segun Hibbing et al 2010 [5], la competencia puede existir cuando
el ambiente en el que habitan las especies se encuentra bien estructurado, creando nichos
individuales, a lo que denomina, red de competencia no transitiva. Dentro de los resultados
se observa que una gran parte de los microorganismos no tiene capacidad de inhibir las
especies seleccionadas como patégenas, en el caso de los Staphylococcus spp, se ha
demostrado que cuentan con una variedad de mecanismos de resistencia y deteccion a
péptidos antimicrobianos (AMP), permitiendo la repulsién de las moléculas mediante la
alteracion de la pared celular, la superficie de la membrana, la inactivacion proteolitica, el
secuestro y la secrecién [6]. Los microorganismos del género Streptococcus hacen parte del
grupo de las bacterias acido-lacticas, las cuales producen durante la fermentacion acido
lactico y acido acético [7], se ha reportado que estos acidos son un mecanismo de
antagonismo frente a bacterias gram-negativas [8] permeando la pared celular hasta producir
una lisis. Butyrivibrio sp y A. ruminicola son microorganismos productores de bacteriocinas
(butyrivibriocina y actifensina), capaces de inhibir no solo microorganismos del mismo
género sino también bacterias gram-positivas, lo cual difiere en lo observado con las cepas
utilizadas como patdgenas de los géneros Streptococcus y Staphylococcus. En ambos casos
no se ha demostrado su capacidad de inhibicidn contra bacterias gram-negativas como E. coli
o Salmonella enterica [9]-[11].
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Tabla 7.2. Resultados de antagonismo entre patdgenos y aislamientos, con el método

de difusion en agar, utilizando tres réplicas*.
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3- S.dextrinosolvens
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5- S.dextrinosolvens

6- A.ruminicola

7- Butyrivibrio sp

*Tabla de relacién de resultados de inhibicion por difusion en placa. En vertical la lista de
microorganismos usados como patdgenos, en horizontal los microorganismos antagonistas. Los
resultados en, Amarillo: Halo de inhibicion, Azul: Sin inhibicién, Negro: Prueba no realizada al
tratarse del mismo aislamiento. Los simbolos de las casillas muestran el crecimiento del antagonista
en el medio de cultivo con el patégeno. Cruz: Crecimiento del antagonista, Punto: Poco crecimiento
del antagonista. Microorganismos utilizados. Al: Control externo Limosilactobacillus fermentum
(accesion BAL CMINA), 1, 21, 29: S. warneri, 3, 45: S. pasteuri, 6,7: Pseudobutyrivibrio sp, 8: S.
lutetiensis, 13: P. acidilactici, 16:S. salivarius, 20, 35, 49: S. ruminantium, 23: S. equinus, 27, 28, 43,
46, 47, 48, 50, 51, 52, 53, 54, 55: S. dextrinosolvens, 30, S. orisasini, 33,39: L. mucosae, 36,42:

Oribacterium sp, 56,58: A. ruminicola, 57, 60: Butyrivibrio sp.
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7.2.2 Determinacion de la fraccién con actividad antimicrobiana

De acuerdo con los resultados del screening se decidio evaluar Unicamente el potencial
antimicrobiano contra el patdgeno de E. coli O157:H7 teniendo en cuenta la disponibilidad
de este patdgeno en la coleccion CMINA, ademas de comparar los resultados con la
literatura. Para esto, se seleccionaron los 22 aislados positivos de inhibir a E. coli O157:H7.

Como resultado, la Figura 7.2 agrupa los porcentajes de inhibicion del patégeno con los
diferentes tratamientos, el cual se ve afectado inicialmente por los medios CAN, Celobiosa
y MRS, donde a excepcion del medio CAN, se observa una inhibicion del 20 y 40 %
respectivamente, esta inhibicion puede estar causada por la composicién del medio y pH. El
medio Celobiosa, se encuentra compuesto por una Unica fuente de carbono al 1 % (Material
Suplementario S1), segun la base de datos BacDive (https://bacdive.dsmz.de) la celobiosa no
es metabolizada por E. coli y en adicion el crecimiento 6ptimo de este microorganismo se
encuentra en un pH de 7.0, lo cual difiere del medio MRS con pH de 5.5 - 5.9 [12].

Las fracciones de los cultivos muestran que la BAL Al utilizada como referencia externa,
presenta una escala de inhibicion de menor a mayor, iniciando con el tratamiento células en
solucidn salina (CSN) con 35 %, seguido del tratamiento sobrenadante filtrado (SF) con 50
%, tratamiento cultivo (C) con 70 % y sobrenadante filtrado concentrado (SFC) con 90 % de
inhibicion, este tipo de actividad contra este patdgeno ya se habia reportado en trabajos
internos de la Coleccion CMINA (datos no mostrados). L. fermentum es una BAL
heterofermentativa obligada, capaz de fermentar multiples carbohidratos ademas de ser
probidtica, se ha reportado poseer actividad antimicrobiana contra multiples patdgenos entre
ellos E.coli O157:H7 mediante la produccion de acidos organicos y peréxido de hidrégeno
en el sobrenadante, siendo un mecanismo de inhibicion ligado al pH, también se ha reportado
la produccién de bacteriocinas similar a la lactocina de L.helveticus [2][3], estos mecanismos
pueden explicar no solo el efecto de Al sino el efecto del aislado 13, identificado como
P.acidilactici en el cual se observa una inhibicién de 60 % con el tratamiento C, seguido de
90 % con el tratamiento SFC y de 100 % con el tratamiento CSN, sorprende que la fraccion
SF promueva el crecimiento del patégeno en un 25 % mas que en condiciones normales, este
resultado de promocién del crecimiento sugiere una nueva evaluacion puesto que no existen
reportes de este efecto en microorganismos patégenos, puesto que se conoce del potencial
antimicrobiano contra bacterias y hongos mediante el mecanismo de pH al ser
heterofermentativa y la produccion de bacteriocinas [4][5].
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Figura 7.2. Gréfica del % de inhibicion de E. coli O157:H7 en presencia de las fracciones, de cultivo (C):Sobrenadante filtrado,
(SF):Sobrenadante filtrado concentrado, (SFC): Células en solucion salina (CSN). Al: Control externo Limosilactobacillus fermentum
(accesion BAL CMINA). 6,7: Pseudobutyrivibrio sp, 13: P. acidilactici, 20, 35, 49: S. ruminantium, 27, 43, 46, 47, 48, 50, 51, 52, 54:
S. dextrinosolvens, 30, Strep orisasini, 33,39: L. mucosae, 36,42: Oribacterium sp, 45: Staph pasteuri.
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Por otro lado, los aislados 33 y 39 de la especie L.mucosae presentaron un promedio de
inhibicion del 77 %, la mayoria de las fracciones para esta especie registraron inhibiciones
entre el 70 %y el 95 %, a excepcion del tratamiento SF para el aislamiento 33, con inhibicion
del 45 %, esta especie se describio por primera vez como parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal de cerdos [17] con caracteristicas probiéticas al ser capaz de adherirse a la
mucosa del tejido intestinal y de inhibir patdgenos en este ambiente [18], Busconi et al.,2008
[19] reportaron por primera vez aislamientos de esta especie en intestino de terneros, siendo
la BAL predominante, su mayor caracteristica se asocia a la actividad “mucus-binding”
ligada al gen mub siendo el responsable en el mecanismo de adherencia a la mucosa intestinal
y modulando la exclusion competitiva contra patdgenos, no obstante, la diversidad genética
de esta especie también se ve reflejada en la produccion de la bacteriocina enterolisina A
[20]. Lo anterior puede relacionarse con efecto eficaz sobre E. coli O157:H7 puesto que en
la mayoria de las fracciones se observa un porcentaje de inhibicién superior al 70 %.

Los aislamientos 6 y 7 pertenecientes al género Pseudobutyrivibrio sp presentaron diferentes
porcentajes de inhibicion, los tratamientos SFC y SF presentaron la menor inhibicién con 15
% y 14 %, mientras que los tratamientos CSN y C presentaron la mayor inhibicion con 58 %
y 26 % de manera correspondiente. Cepeljnik et al., 2003 [21] reportaron el posible uso de
P xylanivorans Mz5 como probi6tico, uno de los hallazgos se centro en la posible inhibicion
de los microorganismos Prevotella bryantii B14, Prevotella brevis GA33 and Butyrivibrio
fibrisolvens ATCC 19171, Fibrobacter succinogenes S85, Selenomonas ruminantium DSM
2150, Salmonella spp, y E.coli, como resultado se obtuvo inhibicidn de las dos especies de
Prevotella y de B.fibrisolvens ademas de una inhibicion débil de las cepas de Salmonella spp
y E.coli, siendo similar a lo encontrado en este estudio.

Los tres aislamientos de S. ruminantium 20, 35 y 49 mostraron diferentes comportamientos
de inhibicién, la cepa 20 obtuvo los porcentajes mas altos con 62 % en CSN, 51 % en C, 47
% en SFC y 24 % en la fraccion SF. La cepa 35 inhibe hasta un 22 % siendo el tratamiento
C el més alto, se destaca que el tratamiento CSN estimula el crecimiento de E. coli O157:H7,
mientras que la cepa 49 inhibe en un promedio del 32 % en tres de las cuatro fracciones
siendo, la fraccion SF presentd el menor porcentaje con 15 %. Se ha reportado que dentro de
la ecologia ruminal algunos microorganismos producen Sustancias Inhibidoras Similares a
Bacteriocinas (Bacteriocin-like inhibitory substances - BLIS) generando ventaja competitiva
del microorganismo productor estas han sido detectadas en diversos géneros ruminales como
Streptococcus, Enterococcus, Ruminococcus, Butyrivibrio y Selenomonas de este ultimo se
han purificado y caracterizado [22][23].

Uno de los microorganismos de mayor recuperacion durante la fase de aislamiento fue S.
dextrinosolvens con doce aislados, de este grupo solo tres no mostraron actividad
antimicrobiana durante el screening (Tabla 7.1). Los resultados de las cepas correspondientes
se pueden agrupar por el promedio de porcentaje de inhibicion, con orden de menor a mayor.
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Para la fraccion de C, se observaron porcentajes de inhibicion del 6 %, 20 % y 30 % en los
siguientes tres grupos de cepas. i) 50-51-54, ii) 27-43-46, iii) 47-52. En la fraccion SF, se
observaron porcentajes de inhibicion del 0 %, 8 % y 20 % en los grupos. i) 27-50-52, ii) 43-
51-54, iii) 46-47-48. En la fraccion SFC, se observaron porcentajes de inhibicion del 0 %, 5
% y 20 % en los tres grupos de cepas: i) 46- 48-54, ii) 43-50-52, iii) 27-47-51. Finalmente,
en la fraccién SCN se observaron porcentajes de inhibicion del 10 %, 24 % y 50 % en los
grupos. i) 46-48-50-54, ii) 43-47-51-52, iii) 27. Las fracciones que involucran sobrenadante
tienen menor efecto sobre el crecimiento de E. coli O157:H7. Hasta el momento no existen
reportes de la actividad antimicrobiana de Succinivibrio que puedan soportar los resultados
aqui descritos.

El aislamiento 30 correspondiente a S. orisasini mostré que su capacidad de inhibicién se
encuentra en mayor proporcion en la fraccion CNS con un 70 % de inhibicion sobre el
patdgeno, seguido de SFC con 53%, C con 42% y SF con el menor porcentaje en 25%. Esta
especie en particular ha sido recientemente descrita de la cavidad oral de burro[24] y
secuenciado a partir de un aislamiento del tracto gastrointestinal de caballos de sangre pura
[25]. Hasta el momento se desconocen reportes sobre el rol ecolégico de S. orisasini
especificamente en el rumen, sugiriendo que este puede tratarse del primer estudio preliminar
que evalla interacciones de competencia entre microorganismos aislados de rumen. No
obstante, el género Streptococcus hace parte del grupo de las BAL, siendo importantes en el
ambiente ruminal y dotadas de caracteristicas que son consideradas probioticas ademas de
presentar mecanismos de inhibicidon contra patdgenos [26], a partir de este género se han
caracterizado dos bacteriocinas importantes de S.bovis aisladas del rumen, la Bovicin HC5 y
Bovicin 255 péptidos liberados extracelularmente capaces de inhibir un amplio rango de
bacterias gram negativas tanto como gram positivas de otros habitats [8], [22].

Los aislamientos 36 y 42, hacen parte del género Oribacterium sp, en este estudio se observa
gue no es un microorganismo con gran capacidad, puesto que los porcentajes de inhibicién
por fraccion oscilan entre 0-43 %. La fraccion CNS para ambos casos resulta ser la de mayor
inhibicidn con porcentajes de 18 y 43 % respectivamente. Tal y como se menciona en el
capitulo 11, las caracteristicas microscopicas de estas cepas son diferentes a las especies
reportadas de este género, el cual ha sido encontrado en la cavidad oral de animales y
humanos [27], actualmente no existen reportes sobre su actividad antimicrobiana.
Finalmente, para la especie S. pasteruri con el aislado 45, muestra un porcentaje de inhibicion
promedio de 27%, siendo mayor al usar aquellas fracciones que contienen las células (C,
CSN), en comparacion con el 20 % logrado por las fracciones de sobrenadante (SF, SFC). A
pesar de estar reportado que el género Staphylococcus posee la capacidad de producir
bacteriocinas denominadas “staphylococcins” que abarcan diferentes compuestos
antimicrobianos como, subclase la (lantibioticos), subclase llb, 1ld, y clase Ill, ademas de
compuestos tipo BLIS [28].
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7.3 Conclusién

Los resultados descritos en este capitulo indican que la mayoria de los aislamientos presentan
potencial antimicrobiano contra E. coli O157:H7, y solo un pequefio grupo de aislamientos
presentan actividad contra un microorganismo diferente, siendo S. orisasini. Este estudio
tambien sugiere que el uso de fracciones a partir de un cultivo permite generar las bases para
dilucidar la via 0 mecanismo de interaccion antimicrobiana. Tambien se destacan que apesar
de la similitud de género y especie entre los aislados, la capacidad antagonica puede variar.
Si bien, la metodologia de screening y evaluacion empleada no concluye que la inhibicion
estd causada por moléculas de tipo bacteriocina, nos permite sugerir la produccion de
moleculas con capacidad de antagonismo, siendo necesario profundizar en metodologias que
permitan determinar su naturaleza.
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Capitulo IV

Descripcion del metabolismo ruminal de cepas de interés mediante reconstruccion
metagenomica (Shotgun).

Asociado al objetivo: Describir el metabolismo ruminal de poblaciones de interés mediante
una reconstruccion metagenomica (Shotgun)

Resumen

A lo largo de este estudio la idea de aislar una mayor diversidad microbiana ha venido
acompariada de la dificultad de recuperar aquellos microorganismos que, aunque sean
abundantes no logran ser cultivados o separados. Este sin duda se suma a las numerosas
opiniones y reportes en torno a la incapacidad de cultivar microorganismos anaerobios
ruminales. No obstante, avances en las omicas han permitido ir mas alld y proveernos de
informacion clave para la obtencion de dichos microorganismos. Este capitulo abarca dicho
problema desde el uso de la metagendémica (shotgun), con el fin de reconstruir parcialmente
genomas bacterianos generando informacion funcional que permita establecer las
capacidades de degradacion de diferentes sustratos, las enzimas que los integran y definir
parte de su rol en la produccion de acidos grasos volatiles de cadena corta (AGVs), siendo
los productos finales de degradacion que impactan de manera directa el desarrollo del
rumiante. Permitiendo refinar la estrategia de aislamiento que ha sido plasmada en los
capitulos anteriores. Para la reconstruccion, se seleccionaron 4 muestras de los medios CAN
y KNT en la dilucion 1072 en los dos dias de incubacion (CAN 12-3D, CAN 12-7D, KNT
12-3D, KNT 12-7D). El proceso downstream con las secuencias obtenidas, fue realizado
mediante el servidor KBASE, si bien existen muchas herramientas computacionales por
entrada de comandos, este servidor publico integra todos los softwares necesarios para el
correcto ensamblaje de secuencias, asi como la clasificacion filogenética y la anotacion
funcional. Como resultado, se obtuvieron un total de 33 genomas ensamblados por
metagenomas (MAGS) posterior a los procesos de verificacion de calidad y contaminacion
de cada posible MAG reconstruido. 20 MAGs fueron asignados con porcentaje de ANI
indicando la similitud con la especie identificada, los 13 restantes fueron identificados hasta
la clasificacion méas cercana. Como anotacion funcional se estableci6 el perfil CAZy de las
seis familias (GH, GT, PL, CE, AA, CBM), ademas del perfil de sustratos y enzimas CAZy
asociadas, por otra parte, se determind la ausencia y presencia de los médulos funcionales
alrededor del metabolismo del nitrégeno y la produccion de AGVs y alcohol. Los resultados
obtenidos en este capitulo concluyen la estrategia de cultivo permitiendo mejorar el
aislamiento a través de la microbiologia y la metagendmica, bajo las condiciones locales
establecidas, se espera que a futuro el aislamiento de aquellos microorganismos abundantes
en el rumen pueda ser logrado mediante lo observado en este trabajo.
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8. Metodologia

8.1 Preparacion de libreria metagenémica

Las muestras elegidas fueron procesadas desde el ADN extraido en el capitulo I, su calidad,
integridad y concentracion fue verificada por electroforesis en gel de agarosa 1.5 % (p/v) y
por NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA). Para la preparacion de
la libreria metagendmica se utilizd el kit de Nextera™ DNA Flex Library Prep (lllumina,
San Diego, CA), siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante, posteriormente se
cuantificd mediante Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA).
Las librerias metagendmicas fueron enviadas a Macrogen, Inc (Seul, Corea del Norte), todas
las muestras fueron secuenciadas por la plataforma de Illumina-Shotgun utilizando una
cobertura de 20x por muestra, generando lecturas con longitudes de 150pbPairedEnd.

8.2 Analisis de secuenciaciones Shotgun para reconstruccién metagenémica

El andlisis y reconstruccion de metagenomas se llevd a cabo mediante el uso del servidor
KBASE (https://www.kbase.us/), el proceso abarco cuatro partes divididas en 1) Calidad de
datos y clasificacion taxonémica de lecturas, 2) ensamblaje de secuencias y binning, 3)
anotacion de MAGs y clasificacion filogenética y 4) anotacion funcional.

8.2.1 Calidad de datos y clasificacion taxondémica de lecturas.

La calidad de los datos tanto crudos como curados fue establecida y visualizada mediante la
herramienta FastQC, permitiendo determinar estadisticas basicas de las lecturas y el score de
calidad para cada una de las pares de bases secuenciadas. La limpieza de las lecturas con baja
calidad y retiro de adaptadores se realizd mediante la herramienta Trimmomatic, las
secuencias resultantes fueron nuevamente visualizadas y aprobadas por FastQC. Las lecturas
con buena calidad fueron utilizadas en un clasificador taxonémico de alta sensibilidad que
utiliza las lecturas obtenidas y las asocia a un taxén comparando secuencias de referencia del
NCBI denominado KAIJU [1].

8.2.2 Ensamblaje de secuencias y binning

Las lecturas fueron ensambladas mediante tres tipos de ensambladores para metagenomas,
MegaHit [2], MetaSPAdes [3] y IDBA-UD [4], realizando diversas iteraciones de k-meros
siendo secuencias de nucledtidos de k-longitud; la eleccidn de los tres programas esta basada
en las diversas capacidades de cada uno de ensamblar lecturas cortas, largas o complejas. De
la comparacion de los mejores contigs ensamblados y su distribucidn, se seleccion6 el mejor
sistema de ensamblaje, los contigs resultantes fueron sometidos a tres programas de
clusterizacién de dichos contigs a bins, los cuales constituyen grupos de secuencias unicas
que al agruparse pueden representar un organismo, los programas MaxBin2 [5], MetaBAT?2
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[6] y CONCOT [7], fueron seleccionados para este fin. Los bins resultantes de los tres
programas fueron filtrados mediante DAS Tool[8] y verificados en calidad mediante
CheckM[9], por ultimo, la extraccion de los grupos de bins que corresponden a un posible
organismo utilizando BinUTtil.

8.2.3 Anotacion de MAGs y clasificacion filogenética.

A partir de los bins ensamblados y resultantes se realizé la anotacion mediante RASTtk [10]
de proteinas codificantes, genes rRNA, tRNA, y la asignacion de funciones de los genes
anotados en los MAGs (Metagenomic Assembled Genomes), con los genomas ensamblados
y anotados se realizo la clasificacion taxonomica utilizando GTDB-Tk[11] y MiGA [12].

8.2.4 Clasificacion funcional.

La anotacion funcional de los MAGs resultantes, fue realizado mediante DRAM [13] para la
generacion del perfil metabdlico de cada MAG y la busqueda de proteinas codificantes para
genes de tipo CAZymes (Carbohydrate-active enzymes) relacionadas con el metabolismo de
carbohidratos, esta clasificacion fue realizada utilizando el programa dbCAN [14], ademas
de utilizar GhostKoala como herramienta adicional de caracterizacion [15].
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8.3 Resultados y discusion

8.3.1 Analisis de secuenciaciones Shotgun para reconstruccion metagenémica

8.3.1.1 Numero de lecturas y clasificacion taxondémica

Como producto de secuenciacion de las cuatro muestras seleccionadas, se obtuvieron un total
de ocho archivos de datos crudos con un tamafio de 80 GB, representados en secuencias
pareadas, indicando que cada una de las muestras enviadas fue secuenciada en sentido
forward y reverse. La Tabla 8.1, muestra el nimero de lecturas obtenidas crudas y el nimero
de lecturas posterior a la limpieza por Trimmomatic, aproximadamente el 8 % de las lecturas
iniciales fueron retiradas en la limpieza.

Tabla 8.1: Numero de lecturas crudas y niumero de lecturas post limpieza.

Muestra # de Lecturas Raw | # de Lecturas post Trimm
CAN 12 3R1 rev & fwd 98°439.167 91°772.247
CAN 12 7R1_rev & fwd 125°505.443 117°083.379
KNT 12 3R1 rev & fwd 110°472.264 102°646.024
KNT 12 7R2_ rev & fwd 103°296.119 95°151.981

Para la clasificacion taxondémica, se utilizo el programa KAIJU el cual permitio inferir la
composicion de la comunidad presente en cada muestra, las Figuras 8.1, 8.2, 8.3 y 8.4
describen la diversidad obtenida en su abundancia relativa, a nivel de filo como a nivel de
género, KAIJU compara las secuencias proteicas contra una base de datos de referencia para
la clasificacion [1], a diferencia de la comparacion nucleotidica realizada con la base de datos
de Greengenes.
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Figura 8.1. Asignacion taxonomica para la muestra CAN 12-3R1, utilizando el clasificador
KAIJU para datos metagenémicos, en filo (A) y géneros (B).
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La Figura 8.1 correspondiente a CAN 12-3R1 muestra que a nivel de filo (Figura 8.1 A), hay
dominancia del filo Firmicutes, seguido de Bacteroidetes, Actinobacteria y en cuarto lugar el
filo Proteobacteria, ademas se destacan otras clasificaciones de filo como Cyanobacteria,
Euryarchaeota (Archaea), Fusobacteria, Spirochaetes, y Virus menores al 1 %. En los géneros
bacterianos clasificados se destacan (Figura 8.1 B) Selenomonas, Prevotella, Streptococcus,
Acidaminococcus, Olsenella y Succinivibrio siendo parte de las abundancias mas altas; a
diferencia de la libreria de amplicones (Capitulo 1-Figura 5.4) en este caso Sharpea no se
encuentra en la clasificacion de los géneros mas abundantes, en adicion se observa que
aproximadamente un 10 % de la clasificacién corresponde a un grupo de géneros no descritos
en la libreria de amplicones.
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Para CAN 12-7R1, la Figura 8.2-A muestra a los filos Firmicutes y Actinobacteria siendo
dominantes, seguidos de Bacteroidetes y Proteobacteria. Selenomonas e Intestinibaculum
lideran la abundancia de esta muestra, un porcentaje del 25 % corresponde a secuencias sin
clasificacion taxondmica, un 40% de la libreria (Figura 8.2-B) corresponden a clasificaciones
de géneros no observados en la libreria de amplicones (Capitulo 1-Figura 5.4).
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Para las muestras de KNT, las Figuras 8.3 y 8.4 presentan composiciones similares. En KNT
12-3R1 (Figura 8.3 A-B) Firmicutes y Bacteroidetes componen el 75% la libreria
metagendmica. A nivel de género (Figura 8.3-B), el 60 % de la composicién esta dada por
Prevotella 'y Butyrivibrio, el porcentaje restante pertenece se divide en 20 % sin clasificacion

y el 20 % restante a géneros de baja abundancia.
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Figura 8.4. Asignacion taxondmica para la muestra KNT 12-7R1. Utilizando el clasificador
KAIJU para datos metagendmicos, en filo (A) y géneros (B).

Finalmente, la muestra KNT 12-7R2 (Figura 8.4) se compone en un 80 % con los filos
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria, un 20 % se observa sin
clasificacion. Su composicion por género muestra a Succinivibrio, Prevotella, Selenomonas,
Butyrivibrio corresponden al 60 % de la muestra, el 40% restante corresponde tanto a generos
con una abundancia menos al 1% y géneros sin clasificacion.

8.3.1.2 Ensamblaje de secuencias y binning

Las cuatro muestras fueron ensambladas utilizando MetaSPades como programa, las figuras
8.5, 8.6 son el resultado estadistico de los ensamblajes para cada muestra. Las muestras
correspondientes al medio CAN presentaron diferencias en el numero de contigs
ensamblados a partir de las lecturas, 20.521 contigs fueron ensamblados en CAN 12-3R1, y
solo 3573 en CAN 12-7R1, compuestos en un rango entre 1000 y 10000 pares de bases (pb).
Por otra parte, el medio KNT también mostré diferencias en el nimero de contigs siendo
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mayor en KNT12-7R2 con 6484 y 2133 para KNT 12-3R1 en un rango de 1000 y 10000 pb
(Figura 8.6).

Statistics without reference  CAN-12-3R1_MetaSPAdes.contigs |Statistics without reference  CAN-12-7R1_MetaSPAdes.contigs
# contigs 20521 # contigs 3573

# contigs (>= 0 bp) 20521 # contigs (>= 0 bp) 3573

# contigs (»>= 1000 bp) 20521 # contigs (>= 1000 bp) 3573

# contigs (>= 10000 bp) 3422 # contigs (>= 10000 bp) 1046

# contigs (>= 100000 bp) 69 # contigs (>= 100000 bp) 79

# contigs (>= 1000000 bp) 0 # contigs (>= 1000000 bp) 0

Largest contig 853184 Largest contig 531927
Total length 152904861 Total length 52 200064
Total length (== 0 bp) 152904861 Total length (>= 0 bp) 52200064
Total length (>= 1000 bp) 152904 861 Total length (>= 1000 bp) 52200064
Total length (>= 10000 bp) 83579666 Total length (>= 10000 bp) 41559081
Total length (>= 100000 bp) 12359966 Total length (>= 100000 bp) 13770094
Total length (== 1000000 bp) 0 Total length (>= 1000000 bp) 0

NS0 11826 N50 41888
N75 4952 N75 13027
LS0 2765 L50 276

L75 7947 L75 836

GC (%) 45.8 GC (%) 45.36
Mismatches Mismatches

=N's 160497 #N's 42304

# N's per 100 kbp 104.97 # N's per 100 kbp 81.04

Figura 8.5. Datos estadisticos del ensamblaje por MetaSPades para CAN 12-3R1y CAN 12-
7R1.

Teniendo en cuenta las diferencias taxondmicas entre muestras de cada medio y el nimero
de contigs ensamblados, se realizé una unificacion de las librerias, obteniendo resultados mas
robustos que permitiera reconstruir un mayor nimero de metagenomas.

Statistics without reference ~ KNT12-3R1_MetaSPAdes.contigs | Statistics without reference =~ KNT12-7R2_MetaSPAdes.contigs

# contigs 2133 # contigs 6484

# contigs (>= 0 bp) 2133 # contigs (>= 0 bp) 6484

# contigs (>= 1000 bp) 2133 £ contigs (>= 1000 bp) 6484

# contigs (>= 10000 bp) 769 # contigs (>= 10000 bp) 1933

z contigs (>= 100000 bp) 73 # contigs (>= 100000 bp) 196

# contigs (>= 1000000 bp) 0 # contigs (>= 1000000 bp) 0

Largest contig 686 849 Largest contig 697 087

Total length — e Total length 106 350 240
gL Ny s 2D Total length (>= 0 bp) 106 350 240

Total length (>= 1000 bp) 40413260 =

Total length (>= 10000 bp) 34176 486 Total length (>= 1000 bp) 106 350 240

g 4 Total length (>= 10000 bp) 86870658

Total length (>= 100000 bp) 14304006

Total length (>= 1000000 bp) 0 Total length (>= 100000 bp) 37047258

Total length (>= 1000000 bp) 0

N50 56980

N75 17541 N50 53877

L50 152 N75 15830

L75 476 L50 419

GC (%) 42.95 L75 1366

Mismatches GC (%) 49.89

#N's 46421 Mismatches

# N's per 100 kbp 114.87 #N's 69389
# N's per 100 kbp 65.25

Figura 8.6. Datos estadisticos del ensamblaje por MetaSPades para KNT 12-3R1y KNT 12-
7R1.

MetaSPades y MEGAHIT-metasensitive fueron los ensambladores con mejores resultados
para CAN 12-3-7R1 y KNT 12-3-7R1-2 respectivamente (Material Suplementario S8).
Posterior a la clusterizacion de los contigs en bins, se generaron un total de 25 y 24 bins
correspondientes a cada muestra. Teniendo en cuenta los parametros de calidad definidos por
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la integridad (completeness) y contaminacion, se seleccionaron aquellos con porcentajes
superiores a 90% de integridad y con porcentajes de contaminacion menores a 5%.

Bin Name Marker Lineage C Cy inati Classificati FastANI  MAG size
bin.039 bin.039 0 Clostridiales 5293 2.06
bin 011 bin011 g_ Prevotella 68.51 0.24
bin 056 bin.056 {_Lachnospiraceae 8543 0.1

o os IO AT NIRRT buoss K Baceis wn | L

bin.047 bin.047 o__ Bacteroidales 88.05 0.74

bin.0BO bin.080 g Prevotella 90.63 349 Prevotella albensis* 9294 2'609.844
bin.038 bin.038 f_Veillonellaceae 90.99 0.55 Selenomonas ruminantium 98,05 2323236
bin.072 bin.072 0_ Lactobacillales 91.96 388 Streptococeus lutetiensis 9539 2059.764

bin057 I. bin, 057 k_Bacteria 9311 227 UBAST32 sp900321635 9765 1850901

IIIII|||IIIIIIII|||IIIIIII|||IIIIIIII|||IIIIIIII|||IIIIII|I\IIIII| II\||II|||IIIIIIII|||IIIIIII|||IIIIIIII|||IIII|||| R P

w53 | e T TSN 67963 _Gammaproteoticteria 94,12 029 Succiniibrio destrinasolvens 9769 2207204

oo [N ETHT T ITA IHH H\H AR IHIH [T vovs i %2 o0 Sderommdcca 78049
o | A TR R TR EN SR INUEDINUATIN oz p_pimius % | 0B Shwesecvms | 916 | TI6SES

bin.002 bin,002 g Prevotella 97.08 0.56 Prevoteila* 2591.147

o R R T E IOy pintwyp totckra g 015 Dasbocrim o™ 9352 200035

bin.034 bin.034 o__ Lactobacillales 98.56 0.55 Enterococcus faecalis 98.66  2'646.539

o T D MY 66~ oot~ 9066 00 srcrumsomms 2 2wt

nze |\H|H||\\|\H|H||H|\H|_ \||H|\H|H|H|\H|H||_ T T AT T \||H|H\|H||H|H | B0 o Cosrdaks 9% 006 Closrdum amiophiln 9786 V5857
| o0__ Selenomonadales 99.38 0.6 Acidaminocaccus fermentans 98,66  2317.895

s [ NET \|H|\|\ TTHTTTIETTD IIHI[[IIHWMIMHﬂﬂﬂlﬂlﬂ\lﬂﬂlﬂ]lﬂll\ﬂﬂﬂmlﬂll[llﬂﬂ\wmlwﬂ]lﬂmummm ¢ Gmmpoiokaceia 993 8706

bin.042 bin.042 k_ Bacteria 100.0 0.0 Kandleria vitulina 984 2095582

e |1 T e I Y e —» 00 Curcibacter massienss | 9697 | 2751633

bin.067 T | IO bing7— p_Actnobacteia 100.0 081 Olsenella umbonata 9918 2310475

bin 084 T e bingsa p_Actinobactera 1000 00 Olsenella 2892211

single-copy Missing Heterageneity Contamination

1 0 2 3 4 5+ 2 3 4 5+

Figura 8.7. Calidad de los Bins clusterizados posterior al proceso de ensamblaje de CAN
12-3-7R1. Se muestra de forma cualitativa y cuantitativa la integridad y contaminacion de
cada metagenoma reconstruido mediante el uso de un conjunto de genes ubicuos y de una
sola copia dentro de un linaje filogenético, el conjunto de estos genes esta determinado segun
la casilla “Marker Lineage”. El porcentaje de integridad o “completeness” refleja el
porcentaje de genes que faltan con respecto al nimero de genes utilizado en cada bin. En
color rojo se observan los bins que no superan el umbral establecido de integridad (90 %) y
contaminacion (5 %), en azul se encuentran los bins que estan por encima del umbral de
integridad (>90 %) y menores al 5% de contaminacion. En verde se encuentran aquellos bin
con integridad superior al 95 % y baja contaminacion. Se integra la identificacion, el criterio
de asignacion (ANI) y el tamafio del MAG. *clasificacién taxonomica totalmente definida
por la topologia. **novedad taxondmica determinada mediante RED (divergencia evolutiva
relativa).

Las figuras 8.7 y 8.8 muestran que los bins resaltados en azul y verde cumplen con los
criterios de calidad, los resaltados en rojo fueron descartados. Los bins seleccionados fueron
identificados taxondmicamente utilizando la base de datos GTDB-tk, utilizando la métrica
de similitud de identidad nucleotidica media (ANI), los bins con valor asignado superior al
95 % pueden considerarse que son de la especie identificada, algunos bins con porcentajes
de ANI inferiores, fueron identificados por la posicion en la que se encuentran en el arbol
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filogenético del genoma de referencia o por su divergencia evolutiva relativa (RED). Los
bins de cada muestra fueron ubicados en arboles filogenéticos con el método de Maximum
likelihood phylogeny estableciendo las especies cercanas filogenéticamente para cada uno de
los bins (Figura S8.1, S8.2 Material Suplementario). Adicionalmente las figuras muestran
que el tamafio de cada uno de los MAGs, oscilan entre 1.7 -3.9 mpb.

Bin Name Marker Lineage Ci C inati Classificati ANI MAG size
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bin.030 bin.030 f_Lachnospiraceae 98.29 499 Butyrivibrio 91,35 3'106.270
bin.000 bin.000 k_ Bacteria 9831 0.0 Pyramidobacter** 3071353
bin.005 bin.005 f_Lachnospiraceae 98.53 063 Butyrivibrio 9867 3910252
bin.007 bin.007 f_Veillonellaceae 98.6 319 Selenomonas ruminantium** 8483 3'092.652
o2 [N HH HHH [T \HH HHH T e g o p pimicses a2
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| a0 K Bctr 906 094 Kanderiavinina 988 2157090

Single-copy Missing i c

1 o -5 3 4 5+ 2 3 4 5+

Figura 8.8. Calidad de los Bins clusterizados posterior al proceso de ensamblaje de KNT 12-
3-7R1. Se muestra de forma cualitativa y cuantitativa la integridad y contaminacién de cada
metagenoma reconstruido mediante el uso de un conjunto de genes ubicuos y de una sola
copia dentro de un linaje filogenético, el conjunto de estos genes esta determinado segln la
casilla “Marker Lineage”. El porcentaje de integridad o “completeness” refleja el porcentaje
de genes que faltan con respecto al nimero de genes utilizado en cada bin. En color rojo se
observan los bins que no superan el umbral establecido de integridad (90 %) y contaminacion
(5 %), en azul se encuentran los bins que estan por encima del umbral de integridad (>90 %)
y menores al 5 % de contaminacién. En verde se encuentran aquellos bin con integridad
superior al 95 % y baja contaminacion. *clasificacion taxondmica totalmente definida por la
topologia. **novedad taxonémica determinada mediante RED (divergencia evolutiva
relativa).
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8.3.1.3 Clasificacion de MAGs.

Como resultado de la muestra CAN 12-3-7R1 se obtuvieron 19 MAGs, 15 con clasificacion
de género y especie, 3 clasificaciones Unicamente de género y 1 clasificacion a nivel de
familia, algunos de estos microorganismos fueron descritos en los capitulos 1 y II, al ser
observados tanto en la libreria de amplicones como en los aislamientos. Dentro de los
resultados se encuentra el MAG del bin 052 correspondiente a una Archaea del género
Methanomethylophilus; el cual se reporta como un género nuevo dentro del orden de los
Methanomassiliicoccales el cual ha sido descrito como una de las archaeas productoras de
metano en rumiantes y del cual no se tiene representantes cultivados [16]; Denitrobacterium
detoxificans (bin 083) una bacteria ruminal capaz de metabolizar compuestos nitrogenados
catalogados como nitrotoxinas, los cuales pueden estar presentes en forrajes de plantas
leguminosas [17], los bin 084 y 067 correspondientes al género Olsenella hacen parte del filo
Actinobacteria, descritos en humanos pero también en el tracto gastrointestinal de rumiantes,
su presencia y rol dentro de los procesos ruminales no se encuentra descrito [18].
Selenomonas ruminantium (bin 038) y Schwartzia succinovorans (bin 082) hacen parte de la
familia Selenomonadaceae (bin 026), se caracterizan por ser bacterias no-celuloliticas que
participan en la degradacion de fibra mediante interacciones sintroficas, realizando la
conversion de succinato a propionato en ambos casos [19], [20]. S. succinovorans se cataloga
como un microorganismo fastidioso a pesar de encontrarse prevalente en el rumen bajo
algunas dietas, su recuperacion es dificil debido a su metabolismo dependiente de succinato.
Los bin 044 y 043 correspondendientes a los MAGs identificados como Caecibacter
massiliensis y Acidaminococcus fermentans pertenecen a la familia Veillonellaceae; de C.
massiliensis se conoce poco sobre su posible rol en el rumen ya que ha sido descrito
recientemente y aislado del colon humano [21].

A. fermentans es un coco gram negativo que se encuentra en el rumen, su importancia radica
en la utilizacién de aminoacidos como Unica fuente de energia y en la utilizacién de trans-
aconitato, este compuesto puede encontrarse en algunos forrajes y su alta concentracion e
ingesta en rumiantes puede derivar en un déficit de magnesio ocasionando una tetania en el
animal [22], [23]. Kandleria vitulina (bin 042) se asocia a la comunidad bacteriana
“Tipo-S”, encargada en la reduccion de metano, ademas de ser productora de acido lactico
[24]. Enterococcus faecalis (bin 034), hace parte de la microbiota intestinal normal que
usualmente no causa ninguna afectacion en animales sanos, posee una gran versatilidad de
crecimiento bajo diversas condiciones ambientales[25], dentro de los procesos ruminales se
le ha atribuido la degradacion del &cido tanico mediante enzimas tanasas, este compuesto se
encuentra como parte de los metabolitos secundarios en las plantas que pueden tener efectos
benéficos o perjudiciales para los rumiantes por su naturaleza recalcitrante [26].
Streptococcus lutetiensis (bin 072) hace parte del biotipo 2 del complejo SBSEC
(Streptococcus bovis/Streptococcus equinus complex) compuestos por diferentes especies de
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estreptococos que hacen parte de tracto gastro intestinal de animales y humanos, pero que a
su vez pueden ser patdgenos oportunistas con caracteristicas de alta patogenicidad en
humanos, ademas de representar uno de los grupos con mayor resistencia antimicrobiana [27]
no obstante otros estudios se han centrado en establecer el rol que ejercen estas especies en
el rumen. Segun Aphale et al., (2019) la administracion oral de S.bovis/S.lutetiensis tienen
un efecto antimicrobiano, reduciendo la poblacién de coliformes y el aumento de levaduras
utilizando RUSITEC como modelo. El bin 066 identificado taxondmicamente como
Marseille-P3106 900169975 hace parte de la familia Oscillospiraceae, la clasificacion
otorgada al bin no posee un representante cultivable, y su nombre es una determinacién
bioldgica dada por el lugar de identificacion siendo Marsella (Marseille) al sur de Francia
[29], segun el arbol filogenético (Figura 8.9), este bin se encuentra relacionado con especies
del género Flavonifractor, el cual se ha descrito efecto benéfico por su capacidad de
metabolizar flavonoides en el hospedero [30].

Clade_|_plus_20_RefSeq_prox.SpeciesTree: Species Tree generated by Species Tree Builder
Roseburia inulinivorans DSM 16841 [GCF 000174195.1]

| [Clostridium] aminophilum DSM 10710 [GCF 000711825.1]
11Bin.028 fasta assembly.RAST [User Genome 88203/77/2]
Clostridium sp. M62/1 [GCF 000159055.1]
[Clostridium] bolteae 90A9 [GCF 000371705.1]
Clostridiales bacterium 1 7 47FAA [GCF 000155435.1]
[Clostridium] citroniae WAL-17108 [GCF 000233455.1]
Hungatella hathewayi WAL-18680 [GCF 000235505.1]
[Clostridium] aerotolerans DSM 5434 [GCF 000687555.1)
Clostridium phoceensis [GCF 001244495.1]

B .l:Ruminoconcaceae bacterium D16 [GCF 000177015.3]
0.999 Firmicutes bacterium ASF500 [GCF 000492175.1]
Bin.066.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/78/2]
Flavonifractor plautii [GCF 001688625.1]

1 IFlavonifractor plautii [GCF 001688625.2]
Intestinimonas massiliensis [GCF 001244995.1]

- .l_l;’: Intestinimonas butyriciproducens [GCF 001454945.1]
0.846 Pseudoflavonifractor capillosus ATCC 29799 [GCF 000169255.2]
Oscillibacter sp. ER4 [GCF 000765235.1]

Oscillibacter ruminantium GH1 [GCF 000307265.1]
Oscillibacter sp. 1-3 [GCF 000403435.2]
Oscillibacter sp. KLE 1745 [GCF 000469445.2]

0.14

Figura 8.9. Arbol filogenético correspondiente al MAG Marseille-P3106 900169975 (bin
066), de la muestra CAN 12-3-7R1, y su relacion con especies cercanas. El arbol fue
construido con FastTree2 por el método de maxima verosimilitud con el analisis de un
conjunto de 49 genes universales definidos por familias de genes COG, con alineacion de
secuencias multiples en cada uno de los genes. Los numeros de las ramas indican el
porcentaje de bootstrap (1000 réplicas).

Dentro del rumen se encuentran grupos especializados de microorganismos, tales como
Clostridium aminophilum (bin 028) el cual, fermenta aminoacidos realizando la
desaminacion de estos; este proceso es importante para la produccion de amonio y su
metabolizacion a lo largo del proceso ruminal [31], [32]. Succinivibrio dextrinosolvens (bin
063) hace parte de la familia Succinivibrionaceae, abundante en vacas multiparas con una
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correlacion positiva sobre el aumento en el rendimiento en produccion de leche, su porcentaje
de grasa y la reduccién de emisiones de metano. Succcinivibrio es productor de acetato,
succinato, formato y lactato succinico y ademas esta involucrado en el metabolismo del
nitrégeno el cual tiene un efecto en el desarrollo del rumiante [33]-[35]. De acuerdo con el
arbol filogenético (Figura 8.10), el MAG correspondiente al bin 057 y clasificado como
UBA9732 900321635, se encuentra emparentado con orden Spirochaetales, en el clado
correspondiente al género Sphaerochaeta, su posicion dentro del clado sugiere una
diferenciacion de las especies ya descritas para este género [36], pero con cercania a S
cocoides. Segun Caro-Quintero et al., 2012 [37] en su genoma y a diferencia de los demas
Spirochaetes, el género Sphaetochaeta carece de los genes asociados a motilidad, asi como
los genes transpeptidasa y transglicosilasa, esta carencia se encuentra relacionada con la
estructura de pared celular, lo que genera una morfologia esférica diferenciandose de las
demas espiroquetas caracterizadas por su forma en espiral. Ademas de la adquisicion de
genes correspondientes a bacterias del orden Clostridiales del filo Firmicutes, adquiridos por
transferencia horizontal y el enriquecimiento de funciones como el metabolismo de
carbohidratos y aminoacidos, se han descrito genes codificantes de pectinesterasa, enzima
que facilita el rompimiento de la pared celular de las plantas, alterando su pH y por tanto la
integridad de la pared [38].

Clade_K_plus_20_RefSeq_prox.SpeciesTree: Species Tree generated by Species Tree Builder
Bin.057 fasta assembly.RAST [User Genome 88203/87/2]
_l‘l_i Sphaerochaeta coccoides DSM 17374 [GCF 000208385.1]
'Ij_l:Sphaeruchaeta globosa str. Buddy [GCF 000190435.1]
T 1 Sphaerochaeta pleomorpha str. Grapes [GCF 000236685.1]

Treponema caldarium DSM 7334 [GCF 000219725.1]
T Treponema maltophilum ATCC 51939 [GCF 000413055.1]
1 Treponema vincentii F0403 [GCF 000412995.1]
1 LTreponema medium ATCC 700293 [GCF 000413035.1]

Borrelia persica No12 [GCF 000500045.1]
Borrelia duttonii Ly [GCF 000019685.1]
1 LBorrelia hispanica CRI [GCF 000500065.1]
Borrelia miyamotoi LB-2001 [GCF 000445425.4]
5998 Borrelia hermsii DAH [GCF 000012065.2]
0.878 -I:[Borrelia coriaceae Co53 [GCF 000568755.1]

0.789

1 Borrelia turicatae 91E135 [GCF 000012085.2]
1 LBorrelia parkeri SLO [GCF 000568735.2]
W{Burrelia burgdorferi B31 [GCF 000008685.2]
-999 L Borreliella bissettii DN127 [GCF 000222305.1]
1 Borreliella valaisiana Tom4006 [GCF 000739475.1]
g_'g'sg{ Borreliella spielmanii A14S [GCF 000181895.2]
07131 Borreliella garinii [GCF 001922545.1]

0.15

Figura 8.10. Arbol filogenético correspondiente al MAG UBA9732 900321635 (bin 057),
de la muestra CAN 12-3-7R1, y su relacion con especies cercanas. El arbol fue construido
con FastTree2 por el método de maxima verosimilitud con el analisis de un conjunto de 49
genes universales definidos por familias de genes COG, con alineacion de secuencias
multiples en cada uno de los genes. Los nimeros de las ramas indican el porcentaje de
bootstrap (1000 réplicas).
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Uno de los microorganismos mas representativos y abundantes en el rumen es Prevotella
(bin 002, bin 058, bin 080), su actividad estd centrada en la degradacion de péptidos,
proteinas y la utilizacion de polisacaridos como xilan, pectina y almidon [39], esta capacidad
metabdlica deriva en la alta produccion de succinato y su conversion a propionato, compuesto
que regula los niveles de glucosa en el animal utilizando la via de gluconeogénesis, se ha
reportado que P.ruminicola (bin 043 KNT 12-3-7R1-2) posee un mayor nimero de enzimas
de tipo GH (glicosil-hidrolasa) que P.bryantii (bin 058) y P.albensis (bin 080) [40].

Por otra parte, para la muestra KNT 12-3-7R1-2 14 MAGs, 5 con clasificacion de género y
especie, 5 clasificaciones unicamente de género y 4 clasificaciones a nivel de familia. Dentro
de los bins con clasificacion en género se encuentra el MAG Desulfovibrio sp (bin 057), un
microorganismo denominado “fastidioso” que requiere de condiciones especiales para su
cultivo, en el rumen es capaz de utilizar sulfato como aceptor terminal de electrones mediante
oxidacion anaerobia, esta involucrado en el metabolismo del azufre y su regulacion, asi como
su implicacidn en la regulacién de acidosis lactica por su capacidad de usar lactato [41]-[43].
Algunos microorganismos tienen la capacidad de metabolizar productos téxicos como
Pyramidobacter (bin 000), capaz de degradar fluoroacetato el cual se acumula en forrajes y
convertirlo en fluoruro y acetato [44]; finalmente Butyrivibrio (bin 005, 030) ha sido descrito
como parte de las bacterias degradadoras de fibra que son capaces de metabolizar
polisacaridos insolubles como el xilano y pectinas, actualmente se tiene el registro de tres
especies ruminales de Butyrivibrio (B.fibrisolvens, B.hungatei y B.proteoclasticus), se ha
reportado que este género posee el mayor numero de enzimas tipo CAZy que el resto de
Firmicutes ruminales [45]-[47]. Las clasificaciones de los MAGs RC9 900316245 (bin 053)
y UBA1232 002309115 (bin 047) hacen parte del filo Bacteroidetes, segun la clasificacion
de la base de datos GTB-tk, el bin 053 corresponde al género RC9, denominado
“Rikenellaceae RC9 gut group”, este ha sido asociado al metabolismo de lipidos en dietas
altas en grasas en ratones [48], a diferencia de lo reportado en rumiantes donde su abundancia
esta relacionada con dietas a base de forraje [49], [50]. El género UBA 1232 del MAG
UBA1232 002309115, quien también hace parte de los Bacteroidales, ha sido reportado como
parte de la microbiota en gallinas y renombrado como Candidatus Egerieousia [51]. Por otra
parte, el arbol filogenético (Figura 8.11) muestra la posicion de estos dos MAGs y sus
parientes cercanos, con géneros de la familia Rikenellaceae y con cercania a la clasificacion
Bacteroidales bacterium CF, un grupo no definido dentro del orden Bacteroidales [52].
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Cladeee_plus_20_RefSeq_prox.SpeciesTree: Species Tree generated by Species Tree Builder
Bin.053.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/65/1]
Alistipes inops [GCF 000786575.1]
Alistipes putredinis DSM 17216 [GCF 000154465.1]

Alistipes obesi [GCF 000311925.1]

Alistipes finegoldii DSM 17242 [GCF 000265365.1]

Alistipes shahii WAL 8301 [GCF 000210575.1]

Alistipes timonensis JC136 [GCF 000285455.1]

1 L Alistipes senegalensis JC50 [GCF 000312145.1]

Alistipes indistinctus YT 12060 [GCF 000231275.1]

Alistipes ihumii AP11 [GCF 000321205.1]

Rikenella microfusus DSM 15922 [GCF 000427365.1]

Mucinivorans hirudinis [GCF 000723505.1]

) _ljlipes sp. ZOR0009 [GCF 000798815.1]

0.999 Williamwhitmania taraxaci [GCF 900096565.1]
Bacteroidales bacterium CF [GCF 000473305.1]

1 Bin.047 fasta assembly.RAST [User Genome 89796/70/1]
EBarnesiella intestinihominis YIT 11860 [GCF 000296465.1]

1 —Bamnesiella viscericola DSM 18177 [GCF 000512915.1]

Butyricimonas synergistica DSM 23225 [GCF 000379665.1]
1 Sanguibacteroides justesenii [GCF 000832075.1]
1 Odoribacter splanchnicus DSM 20712 [GCF 000190535.1]

1 Odoribacter laneus YIT 12061 [GCF 000243215.1]

1

0.992

0.953

-

0.14

Figura 8.10. Arbol filogenético correspondiente al MAG RC9 900316245 (bin 053) y
UBA1232 002309115 (bin 047), de la muestra KNT 12-3-7R1-2 y su relacion con especies
cercanas. El arbol fue construido con FastTree2 por el método de méxima verosimilitud con
el analisis de un conjunto de 49 genes universales definidos por familias de genes COG, con
alineacion de secuencias maltiples en cada uno de los genes. Los numeros de las ramas
indican el porcentaje de bootstrap (1000 réplicas).

Agquellos MAGs clasificados hasta familia para ambas muestras, pueden sugerir un posible
nuevo microorganismo dentro de esta clasificacion.

8.3.1.3.1 Relacidn de los taxones enriquecidos, aislados y reconstruidos

Los resultados de los taxones clasificados durante los capitulos uno, dos y cuatro, permiten
establecer si los taxones abundantes se mantienen a pesar de realizar diferentes analisis
taxondmicos (metataxonomia, identificacion por el gen 16s rRNA y reconstruccion
metagenomica) y de tener replicas en el tiempo que pueden aportar a la variabilidad de los
datos. La figura 8.11 muestra la comparacion de cada muestra segun los capitulos y muestreo,
la metataxonomia realizada en el capitulo I, guarda relacion con el analisis de reconstruccion
metagendmica realizado en el capitulo cuatro al tratarse de la misma muestra, mientras qué
la muestra usada para la meta taxonomia realizada en el capitulo II guarda relacion con la
identificacion por 16s rRNA, estas muestras son diferentes en el tiempo como ya se ha
expuesto anteriormente en los capitulos uno y dos.

21 taxones fueron clasificados como abundantes para la muestra CAN 12-3 y 7 R1 (capitulo
I), donde 7 taxones estan relacionados con MAGs reconstruidos, lo que corresponde al 33 %
de lo enriquecido e identificado inicialmente. Por otra parte para el segundo muestreo
(capitulo II) de los 8 taxones enriquecidos en ambos tiempos de la muestra CAN 12-, de 3
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dias de incubacion se lograron aislar 2 géneros, mientras que en 7 dias de incubacion solo 1
género aislado se encuentra en lo enriquecido, lo anterior corresponde al 25 y 13 % de
aislamiento de cada muestra, se destaca que dos de los aislamientos Pediococcus y
Staphylococcus no se observaron en el enriquecimiento de ningln tiempo de incubacion, el
Lactobacillus fue observado en el enriquecimiento de la muestra del capitulo I, en 3 dias de
incubacion. Para KNT 12-3 y 7R1-2, 9 taxones se observaron abundantes de los cuales 6
coinciden en los MAGs reconstruidos, siendo el 67 % de lo enriquecido. En el segundo
muestreo solo 2 y 3 taxones fueron aislados de lo enriquecido en 3 y 7 dias en ambos casos
esto solo corresponde al 15 % de lo enriquecido en cada muestra. los aislados de
Oribacteriumy Actinomyces no se encontraban en el enriquecimiento. En cuanto a los MAGs
reconstruidos y los aislamientos obtenidos, de la muestra CAN tinicamente hay una relacion
con el género de Selenomonas, en el caso de KNT, los géneros Butyrivibrio y Succinivibrio
que fueron aislado se podrian relacionar con los MAGs reconstruidos para estos géneros.
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Kandleria [ Succinivibrionaceae
Lactobacillus 2 f_Veillonellaceae
Marseille-P3106 Kandleria
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Figura 8.11. Comparacion de los taxones mas abundantes clasificados para las muestras
CAN 12 3-R1, CAN 12 7-R1, KNT 12-3R1 y KNT 12-7R2 en ausencia y presencia, con la
utilizacion de metataxonomia (capitulo 1, 2), identificacion del gen 16s rRNA (capitulo 2) y
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reconstruccion metagenomica de MAGS (capitulo 4). Los numeros en las casillas de
aislamiento corresponde al numero de aislados obtenidos en dicho taxon y puede representar
mas de una especie, en la casilla de los MAGs resultantes el numero también indica, cuantos
MAGs reconstruidos pertenecen al taxon y pueden indicar diferentes especies.

8.3.1.4 Funcionalidad de enzimas degradadoras de carbohidratos
En el metabolismo de los carbohidratos se encuentran seis grupos de enzimas denominadas
CAZymes, las Glicosil-Hidrolasa (GH), hidrolizan los enlaces glicosidicos de polisacaridos
(celulosa, hemicelulosa, almiddn), las Glicosil-Transferasas (GT) catalizan la formacion de
enlaces glicosidicos, transfiriendo grupos glicosil a un aceptor, las enzimas Polisacarido-
Liasas (PL) catalizan la ruptura de enlaces glicosidicos en polisacéridos, las Carbohidrato-
Esterasas (CE) catalizan la liberacion de grupos acil o alquil unidos por un enlace éster a
polisacaridos, las Actividades Auxiliares (AA) abarcan las enzimas redox que actuan
conjuntamente con las GH, GT, PL y CE. Finalmente, las enzimas de Modulo de Union a
Carbohidratos (CBM), mddulos de proteinas capaces de unir carbohidratos. Un total de
79,413 genes codificantes de proteinas fueron determinados en los 33 MAGs mediante
RAST-tk, estas proteinas a su vez fueron mapeadas con la base de datos de CAZy utilizando
DRAM. Como resultado, la Figura 8.12 muestra la abundancia relativa de los seis grupos de
enzimas en los 33 MAGs, las familias GH y GT son las méas abundantes, oscilando en cada
MAG entre 8.5-652 %y 14.4-85 % de abundancia respectivamente, de manera global ambas
enzimas representan el 41 % de la abundancia total. Este resultado difiere de lo reportado por
Stewart et al., 2018 [53], con el ensamblaje de 913 RUGs (Genomas No cultivados del
Rumen) resultantes de 42 microbiomas de bovinos Scottish, 69,678 secuencias contaron con
al menos una actividad relacionada con carbohidratos, la distribucion de los grupos CAZy
mostré que hay un mayor numero de enzimas GH (50 %), seguido de GT (27 %). Li et al.,
2020 [54] reportaron un total de 545,334 CAZymes de los cuales el 50% se catalogaron con
actividad de degradacion, el 97 % a la familia GH y un 3% en la familia PL, a partir de
muestras de contenido ruminal de 10 bovinos Holstein y Charolais. Los MAGs que se
identificaron con el mismo género y/o especie en ambas muestras, se observan con
abundancias similares para todas las familias entre si de enzimas, a excepcién de S.
dextrinosolvens (036-K, 063) en los cuales se presenta una diferencia de abundancia en las
enzimas GT y GH con un 65, 15% para 036-K y 40% para 063, adicionalmente el grupo AA
y CMB componen el 5% de la abundancia en 036-K. El perfil CAZy para el género Prevotella
se correlaciona con lo reportado por Purushe et al., 2010 [55], reportando la presencia de los
5 modulos, con una dominancia de la familia GH y abundancia del PL en P. ruminicola. Por
otra parte, las familias CE y CBM se encuentran en la mayoria de los MAGs pero con baja
abundancia en un 5y 15% respectivamente, las familias AA y PL se encuentran en menor
abundancia y son exclusivas de algunos MAGs como Desulfovibrio sp, S. dextrinosolvens
(0.36-K), Lachnospiraceae (022-k), S.ruminantium (007 y 038), D. detoxificans, Marseille-
P3106, UBA9732, Methanomethylophilus sp, C. massiliensis, A. fermentum, E. faecalis, C.
aminophilum, Selenomonadaceae (026) para AA y RC9, UBA1232, P. ruminicola,
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Selenomonadaceae (035-K), B. hungatei, Lachnospiraceae (010-k) y Butyrivibrio sp para
PL.

De acuerdo con el sustrato cada microorganismo tendrd enzimas especializadas para su
degradacion, esto es posible observar en las figuras 8.13 y 8.14, en ambas figuras se observa
de manera abundante enzimas para los siguientes sustratos: Celulosa (GH1, GH2, GH3, GH5,
GH8, GH9, GH10, GH16, GH94), quitina (GH18, GH19, GH23, GH73, CE4(quitin
deacetilasa), GH20, GH84) siendo dominante para los MAGs D. detoxificans (083) y S.
succinovorans (082) (fig 8.13) siendo una caracteristica relevante para esta especie al tener
como Unico reporte su capacidad de fermentar inicamente succinato [20].

Desulfovibrio (057-K)

RCY sp900316245 (053-K)
UBAI232 sp002309115 (047-K)
P ruminicola (043-K)

S dextrinosolvens (036-K)
Selenomonadaceae (035-K)
B hungatei (030-K)
Lachnospiraceae (026-K)
Lachnospiraceae (022-K)
K vitulina (020-K)
Lachnospiraceae (010-K)
S ruminantium (007-K)
Butyrivibrio sp (005-K)
Pyramidobacter sp (000-K)
Olsenctia sp (084)

D detoxificans (083)

S succinovorans (082)

P aibensis (080)

S lutetiensis (072)

Q umbonata (067)
Marseille-P3106 (066)

S dextrinosolvens (063)

P bryantii (058)

UBA9732 (057)
Methanomethylophilus (052)
C massiliensis (044)

A fermentum (043)

K vitulina (042)

8 ruminantium (038)

E faecalis (034)

C aminophitum (028)
Selenomonadaceae (026)

Prevotella sp (002)
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Figura 8.13 Distribucion de la abundancia relativa de las familias de enzimas CAZy en los
33 MAGs. GH: Glicosil-Hidrolasas, GT: Glycosil-Transferasas, PL: Polisacarido-Liasas,
CE: Carbohidrato-Esterasas, AA: Actividades-Auxiliares, CBM: Modulo de Unién a
Carbohidratos. Los nombres de MAGs con la letra -K en el nimero de bin, corresponden a
los MAGs de la muestra KNT 12-3-7R1-2, los demas corresponden a CAN 12-3-7R1, los
numeros dentro de cada barra corresponden al niUmero de enzimas por familia.

Esto sugiere que existe una influencia en la produccién de estas enzimas y el control de
poblacion de hongos anaerobios dentro del rumen, inhibiendo la solubilizacién de celulosa,
asi como la produccién de &cidos grasos volatiles de cadena corta y la liberacion de
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endoglucanasas [56]. Almidén (GH126, GH13, GH57, GH133, GH97) ausente en (fig 8.13)
D. detoxificans (083), S. succinovorans (082), Methanomethylophilus (052), A. fermentum
(043), y (fig 8.14) UBA1232 (047). La mayor parte de microorganismos que habitan en el
rumen tienen la capacidad de degradar celulosa debido a la ingesta constante de material
vegetal como forraje por parte del rumiante, sin embargo, esta capacidad no esta sujeta a un
solo grupo de microorganismos, para esto existe la intervencion y actividad sinérgica de
diferentes microorganismos dotados con enzimas especificas para su degradacion [57], la
celulosa es un polisacarido dificil de degradar debido a su estructura, su degradacién puede
ocurrir mediante enzimas como las mencionadas anteriormente por los MAGs o por
complejos organizados en Celulosomas [58], de acuerdo con la anotacion de enzimas por
dbCAN no se encontraron coincidencias para este complejo. La celulosa posee una
estructura cristalina y amorfa, la mayoria de los microorganismos son capaces de degradar la
forma amorfa, mediada principalmente por endoglucanasas, mientras que para la forma
cristalina es necesario de exoglucanasas que actlen sobre el extremo no reductor y
reductor[58]. De los 33 MAGSs Unicamente E. faecalis (034), es capaz de degradar ambos
tipos de celulosa, esto muestra parte de la sinergia que existe dentro del fluido ruminal
tomado bajo la dieta de forraje para su degradacion.

Los MAGs (Figura 8.13) D. detoxificans (083), Methanomethylophilus (052), Marseille-
P3106 (066), C massiliensis (044), A fermentum (043) en mayor abundancia, C. aminophilum
(028) y (Figura 8.13) Desulfovibrio (057) y Lachnospiraceae (022) en menor abundancia
poseen capacidad de degradar polifenoles, a través de una enzima de actividad-auxiliar
(AA4) encargada de degradar anillos aromaticos de polifenoles, estos compuestos se
clasifican como éacidos fendlicos, flavonoides y taninos [59] y pueden estar presentes en
variedad de forrajes [60].
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Figura 8.13: Distribucién de la abundancia relativa de degradacion y/o afinidad a sustratos
de carbono para cada uno de los MAGs de la muestra CAN 12-3-7R1-2. Sustratos: o-
Galactano, o-Manano, Celulosa amorfa, Arabinosa, [B-galactano, B-manano, Quitina,
Celulosa cristalina, Fucosa, Mucina, Pectina, Polifenoles, Almidon, Polisacaridos sulfatados,
Xilan, Xiloglucano.

Pocos MAGs presentan la capacidad de degradar xilan, esta funcién se encuentra presente en
todas las especies del género Prevotella (080, 058, 002, (CAN 12-3-7R1) 043,(KNT 12-3-
7R1-2)) siendo bacterias no-celuloliticas con capacidad de degradar xilan y con mas de 100
enzimas de tipo GH reportadas para P.bryantii y P.ruminicola [55] , en Streptococcus
lutetiensis (072) (Figura 8.14) esta funcion no es propia de esta especie, sin embargo, se ha
reportado que es capaz de degradar Xilan en presencia de &cido tanico, un compuesto presente
en algunas plantas de tipo polifenol que forma complejos con proteinas [61], este
comportamiento puede estar inducido como efecto de la degradacion de estos polifenoles por
parte de los microorganismos mencionados anteriormente con dicha capacidad, permitiendo
que S.lutetiensis tenga capacidad de degradar xilan, al igual que el género Butyrivibrio (030,
005) Lachnospiraceae (026) y RC9 (053) (KNT12-3-7R1-2) (Figura 8.14). Palevich et al.,
2020 [62] describieron que el género Butyrivibrio pertenece a un grupo reducido de
microorganismos capaces de degradar xilan y pectina, codificando un amplio nimero de
enzimas a comparacion de otros microorganismos habitantes del rumen, dandole la capacidad
de crecer en un amplio nimero de sustratos desde carbohidratos complejos hasta simples.
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Esta esta caracteristica se observa en la figura 8.14 al presentar todas las enzimas de
degradacion para los sustratos enlistados, a excepcion de AA4 para polifenoles, este
comportamiento es similar en el MAG P. ruminicola (043); los MAGs mencionados
anteriormente también tienen capacidad de degradacion de Xiloglucan.
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Figura 8.14. Distribucion de la abundancia relativa de degradacion y/o afinidad a sustratos
de carbono para cada uno de los MAGs de la muestra KNT 12-3-7R1-2. Sustratos: o-
Galactano, o-Manano, Celulosa amorfa, Arabinosa, B-galactano, f-manano, Quitina,
Celulosa cristalina, Fucosa, Mucina, Pectina, Polifenoles, Almidon, Polisacaridos sulfatados,
Xilan, Xiloglucano.

8.3.1.5 Funcionalidad de médulos asociados a metabolismo del nitrogeno.

En el metabolismo del nitrogeno la Figura 8.15 muestra a los MAGs de C. aminophilum
(028), S. ruminantium (038 (Figura 8.15-A), 007 (Figura 8.15-B)), S. succinivorans (082),
D.detoxificans (083), P. ruminicola (043) y Desulfovibrio sp (057), con funciones asociadas
a la nitrificacion con la oxidacion del amonio a nitrito y a nitrato, funciones de
desnitrificacion, usando como aceptor de electrones al nitrato para liberar nitrégeno, la
reduccion des-asimilatoria del nitrato hasta la formacion de amonio, reduccion asimilatoria
del nitrato donde se utiliza el amonio para la sintesis de aminoacidos, y finalmente el proceso
de fijacion de nitrogeno para la obtencion de amonio. En el rumen los microorganismos no
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solo desempefian un papel importante en la degradacion de carbohidratos, también se
encuentran implicados en la obtencion de nitrégeno (N2) a partir de la dieta ingerida, en
especial en aquellas con deficiencia de proteina, la mayoria de los microorganismos
ruminales tienen capacidad proteolitica siendo este el paso inicial para el metabolismo del
nitrogeno [63]. C. aminophilum (028), mencionado en los capitulos | y 1V, como bacteria
hiper-productora de amonio a partir de fuentes como aminoacidos o péptidos [31],
caracteristica relacionada con la Figura 8.15, a la fecha no existen reportes genémicos o
metaboldmicos que describan el metabolismo del nitrogeno para esta especie. S. ruminantium
(038 (Figura 8.15-A), 007 (Figura 8.15-B)), es una bacteria predominante en el ecosistema
ruminal, capaz de degradar diferentes carbohidratos tanto complejos como simples pero con
predominancia sobre los simples producto de la hidrolisis de otros microorganismos, ademéas
metaboliza un amplio rango de compuestos nitrogenados como amoniaco para produccion
de aminodcidos, proteinas, sintesis de aminoacidos, urea y reduccién de nitratos [64], estas
caracteristicas son heterogéneas en los MAGs clasificados como Selenomonas, puesto que
unicamente se ven reflejadas en su mayoria en el MAG S. ruminantium (038),
diferenciandose de S. ruminantium (007) quien Unicamente muestra el médulo de fijacion
de nitrégeno, lo anterior puede estar ligado a la alta variabilidad genética de la especie la cual
ya ha sido reportada [65]. La deteccion de dos modulos asociados al metabolismo del
nitrdgeno (reduccion des-asimilatoria del nitrato y fijacion del nitrégeno) para S.
succinivorans (082) proporciona mas informacion a su caracterizacion al ser un
microorganismo poco estudiado, puesto que lo reportado por Van Gylswyk et al.,1997 [20]
describen la carencia de fermentar aminoécidos, péptidos, hidrolizar caseina, o reducir
nitrato. El género Denitrobacterium comprende una sola especie reportada D. detoxificans
[52] productora acetato, con capacidad de utilizar nitrato 3-nitropropanol, 2- nitropropanol,
3-nitropropionato, nitroetanol, nitro-etano, 1-nitropropano, 2-nitrobutano, DMSO y oxido de
trimetialamina como aceptores de electrones [17], el MAG D.detoxificans (083) presenta los
cinco modulos asociados al metabolismo del nitrogeno. Prevotella es un género que en el
rumen tiene un rol proteolitico, utiliza péptidos y amoniaco como fuente de nitrégeno, en
especial P.ruminicola [55], [66], de los MAGs identificados para este género, Unicamente
P.ruminicola (043) presenta uno de los mddulos siendo la asimilacion de nitrato, este proceso
involucra la utilizacion de nitrato como fuente de nitrégeno y su sintesis hacia formas
organicas [67], finalmente Desulfovibrio sp (057) hace parte del grupo de las bacterias
reductoras de sulfatos (SRB), las cuales utilizan el sulfato y compuestos oxigenados de azufre
como aceptores finales de electrones en el proceso de respiracion, como resultado se da la
reduccion de a sulfuro de hidrogeno, han sido aislados de suelo y agua bajo diferentes
condiciones incluidas extremofilas, han sido estudiadas por su capacidad de degradar
compuestos como petroleo y derivados, siendo el genero Desulfovibrio sp de los mas
recuperados en suelos contaminados con petroleo, con capacidad de usar hidrogeno, lactato
y piruvato como aceptor de electrones [68]. A pesar de que se conoce que estas bacterias
SRB estan presentes en el intestino humano con efectos sobre la enfermedad del colon, y
demostrando su capacidad de fijar nitrogeno [69], se conoce Unicamente de los aislamientos
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realizados por Huisingh J et al., 1974, Howard B. H & Hungate R.E 1976 [41], [70] a partir
de muestras de rumen en ovejas, hasta el momento no se conoce sobre su rol en el
metabolismo del nitrégeno ruminal.

A B

C aminophilum (028) - S ruminantium (007) -
S ruminantium (038) P ruminicola (043)

S succinovorans (082) Desulfovibrio (057) ‘
D detoxificans (083)

Complete nitrification -comammox, ammonia => nitrite => nitrate
Denitrification, nitrate => nitrogen

-Dissimilatory nitrate reduction, nitrate => ammonia

-Nitrate assimilation

-Nitrogen fixation, nitrogen => ammonia

Figura 8.15. Ausencia-presencia de los modulos relacionados al metabolismo del nitrégeno
en los MAGs, mediante la anotacion realizada con RAST-tk. A: MAGs de CAN 12-3-7R1-
2. B: MAGs de KNT 12-3-7R1-2.

8.3.1.6 Funcionalidad de mddulos asociados a produccion de acidos grasos
de cadena corta (AGVs) y produccién de alcohol.

A B
Prevotella sp (002) Pyramidobacter sp (000) Pyruvate oxidation, pyruvate => acetyl-CoA V2
Selenomonadaceae (026) Butyrivibrio sp (005) Pyruvate oxidation, pyruvate => acetyl-CoA + formate V3
C aminophilum (028) S ruminantium (007) Propanoyl-CoA => succinyl-CoA
E faecalis (034) Lachnospiraceae (010)
S ruminantium (038) K vitulina (020) Acetate, ptl
K vitulina (042) Lachnospiraceae (022) Acetate, pt2
A fermentum (043) Lachnospiraceae (026)
C massiliensis (044) B hungatei (030) L-Lactate
Methanomethylophilus (052) S dextrinosolvens (035) D-Lactate
UBA9732(057) 8 dextrinosolvens (036)
P bryantii (058) P ruminicola (043) Butyrate, ptl
S dextrinosolvens (063) UBAI2325p002309115 (047) Butyrate, pt2
Marseille-P3106 (066) RCY sp900316245 (053)
0 umbonata (067) Desulfovibrio (057) Propionate, pt2
S lutetiensis (072) Alcohol production
P albensis (080)
S succinovorans (082)
D detoxificans (083)
Olsenella sp (084)

Figura 8.16. Ausencia-presencia de los madulos relacionados a la produccion de &cidos
grasos volatiles de cadena corta (AGVs) mediante la anotacion realizada con RAST-tk. A:
MAGs de CAN 12-3-7R1-2. B: MAGs de KNT 12-3-7R1-2.
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La Figura 8.16, muestra qué la mayoria de los MAGs cuentan con el mddulo de la oxidacion
de piruvato a excepcion de Marseille-P3106 (066) y RC9 (053), 11 MAGs utilizan
Unicamente la oxidacion de piruvato a acetil-CoA V2, el cual hace referencia a la
decarboxilacién del piruvato con la liberacion de CO, la reduccion oxidativa del NAD* a
NADH + H*, y launion de la coenzima A a la molécula oxidada, generando acetil-CoA [72],
y 13 MAGs utilizan la oxidacion de piruvato a acetil-CoA + formato V3 Unicamente, este
proceso ocurre en la ruta Wood-Ljungdahl, que se desarrolla a partir de la fermentacion de
CO en formato y posteriormente en acetil-CoA, esta ruta es predominante en
microorganismos anaerobios acetogénicos [72], [74]. De 33 MAGs, el 42% de los MAGs
son capaces de producir Unicamente acetato, mientras que el 36% produce acetato y butirato,
el 9% produce propionato, el 21% produce alcohol y el 54% es capaz de producir lactato,
dentro de este grupo de productores de lactato compuesto por 18 MAGs, 7 producen solo la
forma isomérica L-lactato, 7 la forma isomérica D-lactato y 4 producen ambas formas. Estos
resultados pueden sugerir el perfil de AVGs capaz de producir cada MAG, se destaca que los
MAGs del genero Selenomonas (038,007) y Selenomonadaceae (026) carezcan de la
presencia de los modulos de acetato, butirato o propionato, puesto que se ha reportado que
es un microorganismo productor de acetato y propionato [75], sin embargo, se observa el
modulo de succinil-CoA en estos MAGs, relacionado con su metabolismo fermentativo de
succinato [76], esta caracteristica se comparte con S. succinovorans (083), S. dextrinosolvens
(036) y P. albensis (080) este ultimo se diferencia de los otras especies de Prevotella, quienes
muestran la presencia de los médulos relacionados a los acidos, siendo una de las especies
menos caracterizadas y descritas en su rol ecolégico en el rumen [77]. El perfil del género
Butyrivibrio y Lachnospiraceae muestra la produccion de acetato, L-lactato, butirato y
propionato, siendo estos a excepcion del propionato los productos finales de fermentacion de
Butyrivibrio [47]. La diversidad de perfiles obtenidos va ligado a la capacidad de degradacion
de carbohidratos tanto complejos como simples observados anteriormente en las figuras 8.12-
8.14.

Uno de los procesos que se dan dentro del rumen mediado por los microorganismos es la
produccién de AGVs (principalmente acido acético, propidnico y butirico), siendo de
beneficio energético en los rumiantes [71]. Las rutas Embden-Meterhof-Parnas y Pentosas-
fosfato, son las mas utilizadas para la conversién de carbohidratos a monémeros y a
fosfoenolpiruvato, posteriormente son fermentados en acidos organicos y/o alcohol mediante
el metabolismo del piruvato principalmente o rutas alternas. Los AGVs producidos son
absorbidos en las paredes de los compartimientos de pre-abomaso mediante difusion,
posteriormente son transportados hacia la sangre hasta el higado para ser utilizados como
sustrato y energia para diversas funciones como el metabolismo de los lipidos y colesterol en
diferentes tejidos, asi como el mantenimiento de las funciones corporales [72].
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8.4 Conclusién

El uso de la reconstruccion metagenomica en los dos medios de cultivo utilizados como
estrategia de aislamiento, permitié: Primero, comparar contra la composicion bacteriana
determinada por metataxonomia en cada medio de cultivo. Donde el 33 y 67 % son
representados por los MAGs aun cuando varias de las reconstrucciones no se encontraron en
el enriquecimiento; no obstante, la informacion metagenémica permite caracterizar parte de
las poblaciones no cultivadas de las muestras. Y segundo, determinar los aspectos
metabdlicos de los MAGs reconstruidos, determinando que varios de estos microorganismos
poseen preferencia sobre sustratos especificos y capacidades especializadas.

Varios de los MAGs analizados pertenecen potencialmente a nuevas especies, ya que su
clasificacion taxondmica solo se puede determinar a nivel de familias, que ademas tienen
pocos representantes cultivados o que han sido descritos Unicamente por métodos
independientes de cultivo.
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CONCLUSION FINAL

Esta investigacion representa el primer estudio de este tipo en AGROSAVIA y Colombia,
que combina métodos independientes y dependientes de cultivo para la generacion de una
estrategia de aislamiento de bacterias anaerobias ruminales. Los resultados obtenidos,
demuestran que las posibilidades de obtener microorganismos que no habian sido cultivados
en la coleccion CMINA son logrables, desde la utilizacion de diluciones como método de
extincion de muestra y el uso de otros medios de cultivo tanto reportados por literatura como
los elaborados en la coleccion. La limitacion humana frente a la imposibilidad de cultivar el
cien por ciento de las colonias resultantes durante el proceso de aislamiento, disminuye las
posibilidades de recuperacion de la comunidad presente. Lograr caracterizar de manera
béasica los aislados obtenidos en su potencial antimicrobiano no debe ser visto como un hecho
aislado, sino que debe comprenderse como un todo desde la ecologia microbiana que existe
en el rumen, el cual debe ser explorado a fondo. Finalmente, el uso de la metagenémica nos
permitio determinar las capacidades metabdlicas de la comunidad presente en los medios,
generando asi nuevas rutas de trabajo sobre la estrategia planteada; a futuro se espera realizar
modificaciones de los medios CAN y KNT teniendo en cuenta los metabolismos descritos
para cada MAG, con el fin de seleccionar aquellos microorganismos que durante toda la
investigacién se mostraron enriquecidos en dichos medios. Esta investigacion no solo es de
gran utilidad para AGROSAVIA, sino también para el campo de la microbiologia ruminal,
donde el aislamiento de microorganismos ruminales sigue siendo una caja negra con un
potencial aun por descubrir.
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Material Suplementario

S1. Composicion de los medios de cultivo anaerobios utilizados

1. Medio CAN (Atlas, 2010)

Compuesto Cantidad por L

Caseina pancreéatica 179
NaCl 59

Extracto de levadura 59
Soytone 39

K2HPO;s - fosfato dipotasico 259

Glucosa 259

Solucién Vitamina K 1mL

Hemina 0,5mL

Cisteina 5mL

Solucion resazurin 1mL
Agar 209

Preparacién Solucion Vitamina K

Disolver 1g de vitamina K en 99 mL de etanol absoluto, mezclar y esterilizar mediante
filtracion por membrana de 0.22 um. Almacenar en frasco &mbar.

Compuesto Cantidad por 100mL
VitaminaK | 1 g
Etanol absoluto | 99 mL

Preparacién Solucion Hemina

Disolver 1g de Hemina en 20mL de una solucién de NaOH(1N). Mezclar aforar a volumen
de 100mL con agua destilada. Esterilizar por autoclave 15min, 15 psi a 121 °C.

Compuesto Cantidad por 20mL
Hemina | 1g
NaOH (IN) | 20 mL

Preparacion Solucion de Cisteina

Disolver 0,4g de L-cisteina en la solucion de NaOH. Mezclar.

Compuesto  Cantidad por 5mL
L-Cisteina | 0,49
NaOH (IN) | 5 mL

Preparacion Solucion Resazurin.

Disolver 0,1g de resazurin en 100mL de H20 destilada. Mezclar y almacenar en frasco
ambar

Compuesto  Cantidad por 100mL
Resazurin | 0,1g
H20 | 100 ml
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2. Medio ER (Atlas, 2010)

Compuesto

Cantidad por L

Glucosa

Maltosa

(NH4)2S04- Sulfato de amonio
Peptona

Almidon soluble

Extracto de levadura

Sales

Fluido ruminal

Resazurin

059
059
059
059¢g
059
059¢g
500 mL
300 mL
4 mL

HCI-Cisteina
Agar

059
159

Preparacién Solucién de Sales

Disolver el CaCl,y el MgSO,en 300mL de agua destilada. Mezclar hasta disolver y aforar a
800mL de agua y adicionar el resto de los componentes. Aforar a 1L. Mezclar hasta
disolver por completo. Almacenar a 4°C.

Compuesto
NaHCO3 -Bicarbonato de sodio | 1
NaCl -Cloruro de sodio | 2 g
K2HPO4 - Fosfato dipotasico | 1 g
KH2P0O4 — Fosfato monobasico } 1g
0,2
| 0,2

Cantidad por L
0g

CaCl2 -Cloruro de Calcio
MgSO4 — Sulfato de Magnesio

Preparacién Fluido ruminal

Posterior a la toma de fluido ruminal, este debe ser filtrado dos veces por gasa, paso seguido
se debe dejar sedimentando a -20°C y finalmente utilizar solo el sobrenadante libre de
material particulado.

Preparacién Solucion Resazurin.

Disolver 0,011g de resazurin en 44mL de HO destilada. Mezclar y almacenar en frasco
ambar

Compuesto  Cantidad por 44mL
Resazurin | 0,011 g
H20 | 44 ml

3. Medio Glucosa/Celobiosa (Rodriguez et al., 2011)

Compuesto  Cantidad por L
Glucosa | 5¢
Celobiosa
Extracto de levadura
Sal |
Sal Il
AGVs
NaHCO3 | 6g
Fluido ruminal
Resazurin
HCI-Cisteina | 1g
Agar
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*En el caso del medio Celobiosa la glucosa no sera afiadida, en su reemplazo se debe agregar 10 g -
L de Celobiosa. Los componentes restantes permanecen igual.

Preparacion de sales

Disolver cada una de las sales (Sal 1 y 11) en el volumen requerido y mezclar en plancha de
agitacion. Almacenar a 4°c en botella ambar.

Compuesto  Cantidad por L

SAL I |
K2HPO4 - Fosfato dipotasico | 3g

SAL II |
KH2PO4 — Fosfato monopotasico | 3
(NH4)2S04- Sulfato de amonio | 6
NaCl- Cloruro de sodio | 6
1
0

g
g
g
MgSO4 * 7TH20 — Sulfato de Magnesio | 1,23g

CaCl2 * 2 H20 -Cloruro de Calcio 799

Preparacion Solucion de AGVs

En un frasco ambar adicionar cada uno de los AGVs y mezclar. Almacenar a 4°C

Compuesto  Cantidad por L

Acido acético | 17mL
Acido butirico | 4mL
Acido propi6nico | 6mL
Acido iso-butirico | 1mL
Acido 2metil-butirico | 1mL
Acido n-valerico | 1mL
Acido isovalerico | 1mL

Preparacién Fluido ruminal

Posterior a la toma de fluido ruminal, este debe ser filtrado dos veces por gasa, paso seguido
se debe dejar sedimentando a -20°C y finalmente utilizar solo el sobrenadante libre de
material particulado.

Preparacién Solucion Resazurin.

Disolver 0,1g de resazurin en 100mL de H.O destilada. Mezclar y almacenar en frasco

ambar
Compuesto Cantidad por 100mL
Resazurin \ 0,19
H20 | 100mL

4. Medio Goodman (Goodman et al., 2011)

Compuesto  Cantidad por L

Glucosa | 0,49
Celobiosa | 1g
Maltosa | 1g
Fructosa | 1g
Peptona de caseina | 29
Extracto de levadura | 1g
Extracto de carne | 5g

Solucion KH2PO4 — Fosfato monopotasico | 100mL
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MgSO4 * 7TH20 — Sulfato de Magnesio
NaHCO3 -Bicarbonato de sodio
NaCl2 -Cloruro de sodio
Solucién CaCl2

Solucién Vitamina K

Solucién FeSO4

Solucién Histidina/Hematina
Tween 80

Solucién de Vitaminas
Solucién de Minerales
Solucién de AGVs

Resazurin

HCI-Cisteina

Agar

Preparacion solucion KH,PO4

20mg
400mg
80mg
ImL
ImL
1mL
1mL
2mL
10mL
10mL
5,8mL
4mL
1g
12g

Realizar una solucion stock 1M con pH 7.2, se debe ajustar con escamas de NaOH.

Almacenar a 4°C

Compuesto

Cantidad por 100mL

KH2PO4 | 136 g
H20 | 100 mL

Preparacién Solucion CaCl,

Realizar una solucién stock de cloruro de calcio. Almacenar a 4°C.

Compuesto

Cantidad por 100mL

CaCl2 | 800 mg
H20 | 100 mL

Preparacion Solucion Vitamina K

Disolver 10mg en 10mL de H.O destilada. Mezclar y esterilizar por filtro de 0.22uM.

Almacenar a 4°C.

Compuesto

Cantidad por 10mL

Vitamina K | 10 mg
H20 | 10 mL

Preparacion Solucion FeSO4

Disolver 8 mg de sulfato de hierro en 20mL de H>O destilada. Mezclar y almacenar a 4°C.

Compuesto Cantidad por 20mL
FeSO4 8 mg
H20 destilada | 20 mL

Preparacién Solucion Histidina
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Disolver la hematina en solucidn de histidina 0.2M. Mezclar y esterilizar por filtro de
0.22uM. Almacenar a 4°C.

Compuesto Cantidad por 15mL
Hematina | 18 mg
Histidina0.2M | 15 mL

Preparacién Solucion Tween 80

Preparar una solucion de Tween 80 al 25%. Mezclar y almacenar a 4°C.

Compuesto Cantidad por 10mL
Tween 80 [ 25mL
H20 destilada | 10 mL

Preparacion Solucién Vitaminas

Disolver todos los componentes en el volumen indicado; mezclar y esterilizar por filtro de

0,22uM. Almacenar en frasco ambar a 4°C

Compuesto  Cantidad por 1 L
Acido Félico | 0,002 g
Piridoxina Hidrocloruro | 0,01 g
Riboflavina | 0,005 g
Biotina | 0,002 g
Tiamina | 0,005 g
Acido Nicotinico | 0,005 g
Pantotenato de calcio | 0,005 g
Vitamina B12 | 0,1 mg
Acido P-aminobenzoico | 0,005 g
Fosfato monopotasico | 0,9 g

Preparacion Solucion Minerales

Disolver todos los componentes en el volumen indicado; mezclar y esterilizar por filtro de

0,22uM. Almacenar en frasco ambar a 4°C

Compuesto  Cantidad 1 L
EDTA | 0,59
MgS04*7H20 — Sulfato de Magnesio heptahidratado | 3 g
MnSO4*H20 — Sulfato de Manganeso | 0,59
NaCl — Cloruro de Sodio | 1 g
FeSO4*7H20 — Sulfato de Hierro heptahidratado | 0,1 g
Co (NO3)2 *6H20 — Nitrato de Cobalto hexahidratado | 0,1 g
CaCl2 -Cloruro de Calcio | 0,19
ZnSO4*7H20 — Sulfato de Zinc heptahidratado | 0,1 g
CuS04*5H20 - Sulfato de Cobre pentahidratado | 0,01 g
H3BO3- Acido Bérico | 0,01 g
Na2Mo0O4*2H20 — Molibdato de Sodio dihidratado | 0,01 g
Na2SeO3 -Selenito de sodio | 0,001g
Na2WO04*2H20 — Tungstato de Sodio dihidratado | 0,01 g
NiCI2*6H20 — Cloruro de Niquel Hexahidratado | 0,02 g
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Preparacion AGVs

En un frasco ambar adicionar cada uno de los AGVs y mezclar. Almacenar a 4°C

Compuesto  Cantidad por 50mL
Acido Acético | 14,65 mL
Acido Isovalerico | 0,86 mL
Acido Propiénico | 17,24 mL
Acido Butirico | 17,24 mL

Preparacion solucion Resazurin

Disolver 0,025¢g de resazurin en 10mL de H,O destilada. Mezclar, almacenar en frasco
ambar a 4°C.

Compuesto  Cantidad por 100 mL
Resazurin | 0,025 g
H20 | 10 mL

5. Medio Kenters (Kenters, Henderson, Jeyanathan, Kittelmann, & Janssen, 2011)

Compuesto  Cantidad por L

Solucién Sales Minerales | 950 mL

Solucioén Selenito/Tungstato | 1 mL
Fluido Ruminal Enriquecido** | 5% (v/v)

Soluciéon 10 | 1 mL
HCI- Cisteina | 0,59
NaHCO3 | 4,2 g

Resazurin | 0,4 mL

Preparacién Solucion de Sales Minerales

Compuesto  Cantidad por 950 mL
KH2PO4 — Fosfato dipotasico | 1,4 g
(NH4)2S04 — Sulfato de Amonio | 0,6 g
KCI- Cloruro de Potasio | 1,5 g

Preparacion Solucidon Selenito/Tungstato

Compuesto Cantidad por 1 L
NaOH — Hidroxido de Sodio | 0,5 g
Na2Se03*5H20 -Selenito de Sodio pentahidratado | 0,003 g
Na2WO4*2H20 - Tungstato de Sodio dihidratado | 0,004 g

Preparacion Fluido Ruminal Enriquecido **

Antes de empezar: Posterior a la toma de fluido ruminal, este debe ser filtrado dos veces por
gasa, paso seguido se debe dejar sedimentando a -20°C y finalmente utilizar solo el
sobrenadante libre de material particulado. Centrifugar por 20 minutos a 12.000g; gasificar
el sobrenadante por 100min y esterilizar por 15min, 15psi a 121°C. El fluido debe permanecer
en condiciones anoxicas. Posteriomente adicionar 1,639 de MgCl, *6H,0 y 1,189 de
CaCly*2H,0 por cada 100mL. Centrifugar a 30.000g, 4°C por 60 min, para eliminar el
precipitado. El sobrenadante es el Fluido Ruminal clarificado. Finalmente adicionar los
siguientes componentes.
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Compuesto  Cantidad por 100 mL Fluido

Glucosa | 0,34 g

Celobiosa | 0,34 ¢

Xilosa | 0,30 g

Arabinosa | 0,309

Lactato de Sodio | 0,30 g
Casaminoacidos | 29
BactoPeptona | 2 g
Extracto de levadura | 2 g

Vitaminas 10 | 2 mL

Preparacién Solucion Vitaminas 10

Compuesto  Cantidad 1L

Acido Félico | 0,01 g
Piridoxina Hidrocloruro | 0,15 ¢
Riboflavina | 0,03 g
Biotina | 0,01 ¢

Tiamina | 0,19

Acido Nicotinico | 0,19
Pantotenato de calcio | 0,059
Vitamina B12 | 0,05¢g
Acido P-aminobenzoico | 0,04 g

**Nota: El fluido ruminal enriquecido debe ser esterilizado por filtro de 0,22uM

Preparacion Solucion 10

Compuesto  Cantidad por 1L
H3BO3 | 0,006 mg
CuCI2 | 0,002 mg

Preparacién Solucion Resazurin

Compuesto  Cantidad por 100L
Resazurin | 0,1 g
H20 | 100 mL

6. Medio Kikuyo (CMINA)

Compuesto  Cantidad por L
Sall | 150 mL
Sal Il | 150 mL
AGVs | 0,4 mL
NaHCO3 | 69
Zumo de Kikuyo | 400 mL
Resazurin | 1 mL
HCI-Cisteina | 1 g
Agar | 13¢g
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Preparacion de sales

Disolver cada una de las sales (Sal 1y 1) en el volumen
agitacion. Almacenar a 4°c en botella ambar.

Compuesto

requerido y mezclar en plancha de

Cantidad por L

SAL I
K2HPO4 - Fosfato dipotasico |
SAL Il
KH2PO4 — Fosfato monopotasico \
(NH4)2S04- Sulfato de amonio \
NaCl- Cloruro de sodio }
|

39

MgSO4 * 7TH20 — Sulfato de Magnesio
CaCl2 * 2 H20 -Cloruro de Calcio

Preparacion Solucion de AGVs

39
9¢g

En un frasco ambar adicionar cada uno de los AGVs y mezclar. Almacenar a 4°C

Compuesto

Cantidad por L

17 mL
4mL
6 mL
1mL
1ml

1mL
1mL

Acido acético

Acido butirico

Acido propionico
Acido 2metil-butirico
Acido iso-butirico
Acido n-valerico
Acido isovalerico

Preparacién Zumo de Kikuyo

Colectar forraje kikuyo y licuar, el zumo obtenido debe
zumo a -20°C.

Preparacién Solucion Resazurin.

Disolver 0,1g de resazurin en 100mL de H2O destilada.
ambar

Volumen para 100mL

ser filtrado por gasa. Guardar el

Mezclar y almacenar en frasco

Resazurin | 0,19
H20 | 100 mL

7. Medio Nyonyo (Nyonyo, Shinkai, & Mitsumori, 2014)

Compuesto

Cantidad por L

Celobiosa
Azo-CMC
NaCl
(NH4)2s04
MnCI2
MgCI2
CaCl2
MgSO4
FeSO4
ZnS0O4
CoClI2

059
29
09¢
09¢g
0,16 g
1g
0,066 g
01g
0,02 ¢
0,02g
0,002 g
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Casaminoacidos | 29
Hemina | 0,0005 g
Na2CO3 | 4¢g

Fluido Ruminal

AGVs | 66,7

Solucién de Vitaminas
HCI-Cisteina
Resazurin

Preparacion de Solucion de Vitaminas

Disolver cada uno de los componentes en el volumen requerido y mezclar en plancha de

agitacion. Almacenar a 4°c en botella ambar.

Compuesto

Cantidad por L

Piridoxina Hidrocloruro
Riboflavina

Tiamina hidroclorudo
Nicotinamida

Acido pantoténico
Acido amino benzoico
Acido Folico

Biotina

Vitamina B12

Preparacién Solucién de AGVs

En un frasco ambar adicionar cada uno de los AGVs y mezclar. Almacenar a 4°C

Compuesto

02¢g
0,2¢g
0,2¢g
0,2¢g
0,29
0,019
0,005¢
0,005¢
0,005¢

Cantidad por L

Acido acético

Acido iso-butirico
Acido iso-valerico
Acido n-valerico
Acido 2-metilbutirico

Preparacion Solucién Resazurin.

Disolver 0,1g de resazurin en 100mL de H.O destilada. Mezclar y almacenar en frasco

ambar

8. Medio Trébol (CMINA)

20 mL

1,2mL
1,2mL
1,2mL

\
| 1mL
|
\

Volumen para 100mL

Resazurin |
H20 |

Compuesto

01g
100 mL

Cantidad por L

Sal |

Sal Il

AGVs
NaHCO3

Zumo de Trébol
Resazurin
HCI-Cisteina
Agar

150 mL
150 mL
0,4 mL
69
400 mL
1mL
lg
139

123



Preparacion de Sales

Disolver cada una de las sales (Sal 1y 1) en el volumen requerido y mezclar en plancha de
agitacion. Almacenar a 4°c en botella ambar.

Compuesto

Cantidad por L

SAL |

K2HPO4 - Fosfato dipotasico | 3 g

SAL I

KH2PO4 — Fosfato monopotasico | 3
(NH4)2S04- Sulfato de amonio | 6

NaCl- Cloruro de sodio | 6

MgSO4 * 7H20 — Sulfato de Magnesio | 1
CaCl2 * 2 H20 -Cloruro de Calcio | 0

Preparacion Solucion de AGVs

En un frasco ambar adicionar cada uno de los AGVs y mezclar. Almacenar a 4°C

Compuesto

Cantidad por L

Acido acético

Acido butirico

Acido propionico
Acido 2metil-butirico
Acido iso-butirico
Acido n-valerico
Acido isovalerico

Preparacién Zumo de Trébol

17 mL
4mL
6 mL
1mL
1mL
1mL
1mL

Colectar forraje trébol rojo y licuar, el zumo obtenido debe ser filtrado por gasa. Guardar el

zumo a -20°C.

Preparacién Solucion Resazurin.

Disolver 0,1g de resazurin en 100mL de H,O destilada. Mezclar y almacenar en frasco

ambar.
Compuesto VVolumen para 100mL
Resazurin | 0,1g
H20 | 100mL

Medio Dilucion (Rodriguez et al., 2011)

Compuesto Cantidad por L
Sall | 150 mL

Sal Il | 150 mL
NaHCO3 | 69
Resazurin | 1mL
HCI-Cisteina | 1g

Preparacion de sales

Disolver cada una de las sales (Sal 1 'y 11) en el volumen requerido y mezclar en plancha de
agitacion. Almacenar a 4°c en botella ambar.
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Compuesto  Cantidad por L

SAL I \
K2HPO4 - Fosfato dipotasico | 3 g
SAL Il \
KH2PO4 — Fosfato monopotasico | 3 g
(NH4)2S04- Sulfato de amonio | 6 g
NaCl- Cloruro de sodio | 6 g
MgS04 * 7H20 — Sulfato de Magnesio | 1,23g
CaCl2 * 2 H20 -Cloruro de Calcio | 0,79g

Preparacion Solucién Resazurin.

Disolver 0,1g de resazurin en 100mL de H.O destilada. Mezclar y almacenar en frasco

ambar.
Compuesto Volumen para 100mL
Resazurin | 0,1g
H20 | 100mL

S2. Protocolo de extraccion de ADN

1. Centrifugar el contenido de un cultivo completamente crecido a 10000 x g por 10 min y
descartar el sobrenadante

2. Resuspender el pellet en 1 mL de EDTA salino (500mL: 15 mL NaCl 5M, 200mL EDTA
0.25M ph 8.0 (Para 1 L: Disolver 93.05 g EDTA, ajustar pH con pelleta de NaOH)), adicionar
3.3 uL de lizosima (300 mg/mL), 10 uL de proteinasa K (10 mg/mL), 10 uL de RNAsa A (20
mg/mL), mezclar por vortex.

3. Incubar por por 45 min a 37 °C hasta que la muestra presente una apariencia viscosa.
4. Adicionar 80 uL de SDS 20 % y mezclar por vortex.

5. Incubar por 10 min a 65 °C.

6. Adicionar 250 uL de NaCl 5M y mezclar por inversion.

7. Dividir la muestra en dos, distribuyendo el volumen en partes iguales (~ 671 uL por tubo).

8. Adicionar un volumen (671 uL) de fenol: cloroformo:isoamil-alcohol (25:24:1), mezclar
por inversion varias veces.

9. Centrifugar por 6 min a 10000 x g y recuperar el sobrenadante evitando tomar la fase de
fenol-cloroformo.

10. Repetir y lavar con cloroformo: isoamil-alcohol (24:1) los pasos 8 y 9.
11. Si

a. El volumen del sobrenadante recuperado es 550 uL o menos, unir los dos
sobrenadantes por muestra en un tubo de 2 mL y precipitar el ADN adicionando: 1/9
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del volumen de Acetato de Sodio 3M (pH: 7) y 0.6 del volumen de isopropanol.

b. El volumen es mayor que 550 uL, precipitar el ADN segin lo descrito
anteriormente, pero de forma separada.

12. Mezclar e incubar por 20 min a —20 °C.

13. Centrifugar por 30 min a 10000x g y descartar el sobrenadante. Lavar con 500 uL de
etanol al 70 % y mezclar de manera suave por inversion. Centrifugar por 10 min a 10000x g,
retirar el sobrenadante y dejar secar el pellet.

14. Resuspender el ADN en agua ultrapura estéril (~ 100 uL)
15. Almacenar el ADN a — 20 °C.

S3. Tabla S3.1. Configuracion de 48 tratamientos para cada réplica bioldgica.

Medio  Dilucién  Tiempo

CAN -2 3
7

-6 3

7

-12 3

7

ER -2 3
7

-6 3

7

-12 3

7

GC -2 3
7

-6 3

7

-12 3

7

GOOD -2 3
7

-6 3

7

-12 3

7

KNT -2 3
7

-6 3

7

-12 3

7

KYO -2 3
7

-6 S

7

-12 3

7

NYO -2 3
7

-6 S

7

-12 3

7

TRB -2 3
7

-6 3
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S4. Tincién de Gram modificada Kopeloff

~N W~

lincion de Gram con
modificaclon de
Kopeloffl

Realizacion de extendido
on lammna

Frpacion del extendido en
<l mechero

Aphlicar crastal vioketa y
dejar ¢l colorame dusante
un nanuto

Lavar

Aplicar lugol y dejar por
un munulo

Lavas
L3

Aplscar alcobol yodado y
dejar por 30 segundos

Lavar
L3

Aplicar focsina basica y
dejas por 2 minutos

Lavar
x

Observar en obyetivo do
100= con aceite de
inmersion

Figura S4.1 Tincion de Gram modificada para bacterias anaerobias.

S5. Tabla S5.1: Concentraciones de ADN vy ratios de calidad obtenidos para cada aislado.

Identificador

C 7D#16-11(1)

C 7D#7-11(2)

C 7D#7-11(1)

C 7D#19-9(1)

0

29,9

58,1

14,1

260/280

2,2

2,7

1.2

2,0

260/230 Identificador
15 C10#4-2
14 K 7D #15-

3(1)
15 C10#1
2,1 C 10#5

O

10,4

35,3

46,0

13,6

260/280

2,1

18

2,4

12

260/230

17

12

16

13
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C 7D#16-11(2)

K7D #5

K 7D #6

K 3D#8-3(2)

K 3D#6-5(3)

K 3D#3(1)

K 3D#11-4(2)

C 7D#16-10(1)

C 7D#7-11(3)

K 3D#6-5(2)

C 7D#15-12(1)

C 7D#16-11(3)

C 7D#19-9(2)

C 7D #15-12(3)

C 7D #15-17(2)

K 3D#11-4(1)

K 7D #11-5(3)

K 3D#3-2(1)

K 7D#13-5(1)

K 7D#7-4(2)

402,1

89,5

105,8

43

12,2

59

24,6

31,0

47,9

95,9

41,0

47,1

84,7

24,2

24

2,0

24

19

2,0

2,0

19

2,8

2,9

2,4

1,4

1,6

2,8

24

2,0

2,1

2,1

25

3,7

11

2,1

2,0

2,5

2,0

19

2,0

2,1

17

18

0,4

1,0

15

3,8

17

1,2

2,1

2,3

1,2

C 3D#19-11

K 3D#16-4(3)

K 7D#13-5(2)

K 7D#6-4(1)

C 10#1-2

K 7D#15-5(1)

K 7D#(0)-

10(1)

K 3D#16-8(2)

K 7D#"Al1"-

11(1)

K 7D#"U"-
8(2)

C 3D#10-12

(4.1

K 3D#16-8(3)

K 7D#"'P"'-

10(11)

K K-17(3)

C 3D #13-

12(1)

K 7D#K16-6

K 7D#K16-1

K 7D#K16-4

K 7D#"R"

K 7D#K16-5

442,7

91,6

98,3

154,4

17,0

78

49,1

72

199,1

134

419,9

509,0

162,9

474,6

392,3

573,3

445,6

138,8

2,1

2,0

2,0

2,0

19

2,0

17

2,6

2,1

15

19

2,1

2,1

2,1

2,0

2,1

2,1

2,1

2,1

2,1

2,3

19

18

18

2,0

5,0

1,0

15

0,8

1,6

13

19

2,1

2,2

18

2,0

2,2

1,6

1,6
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K 7D#11-5(2) 19,0 2,3 11 K 7D#""P" 168,8 2,0 15

K 7D#6(2)-7(1) 139,6 23 14 Xyl K#2 26,0 3,0 09
K 3D #16-4(3) 813,7 21 1,7 Xyl K143 57,3 23 26
K 3D #15 2775 2,0 2,0 Xyl K #1 55,5 21 09
c1044 6.3 23 13 C#2-9 5,0 1,0 3,0
co#2 51,7 18 14 Xy K1#1 41,2 25 24

S6. Figura S6.1. Electroforesis de agarosa al 1.5%. A: Visualizacion de la integridad de los ADNs
obtenidos. B: Resultado de la amplificacion del gen 16s rRNA para los aislados, los cuales
presentaron una amplificacion de banda a la altura de 1000 pb.

A 1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 1415161718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 S3 54 S5 56 S7 S8 5960

1 23 456 7 8 9 101112131415 1617 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

- gy oy oy g Wy g - N - e
=

38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
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S7. Tabla S7.1: Identificacién Molecular de los aislados, con las bases de secuencias RPD y NCBI.

Aislado

10

11

12

13

14

15

16

Identificador*

C 7D#16-11(1)

C 7D#7-11(2)

C 7D#7-11(1)

C 7D#19-9(1)

C 7D#16-11(2)

K7D #5

K7D #6

K 3D#8-3(2)

K 3D#6-5(3)

K 3D#3(1)

K 3D#11-4(2)

C 7D#16-10(1)

C 7D#7-11(3)

K 3D#6-5(2)

C 7D#15-12(1)

C 7D#16-11(3)

%id

100

100

99

100

98

70

71

99

100

100

100

99

97

99

100

Genus RDP

Staphylococcus

Staphylococcus

Staphylococcus

Staphylococcus

Streptococcus

Pseudobutyrivibrio

Pseudobutyrivibrio

Streptococcus

Streptococcus

Streptococcus

Streptococcus

baja calidad

Pediococcus

Streptococcus

Staphylococcus

Streptococcus

sp

warneri/pasteuri

warneri/pasteuri

pasteuri

epidermidis

salivarius

ruminis

equinus

equinus

equinus

equinus

baja calidad

acidilactici

equinus

epidermidis

salivarius

%id

100

100

99

100

99

94

94

100

100

100

100

100

99

99

100

Genus NCBI

Staphylococcus

Staphylococcus

Staphylococcus

Staphylococcus

Streptococcus

Pseudobutyrivibrio

Pseudobutyrivibrio

Streptococcus

Streptococcus

Streptococcus

Streptococcus

baja calidad

Pediococcus

Streptococcus

Staphylococcus

Streptococcus

sp

warneri

warneri

pasteuri

epidermidis

salivarius

equinus/
lutetiensis

equinus/
lutetiensis

equinus/
lutetiensis

equinus/
lutetiensis

baja calidad

acidilactici

equinus

epidermidis

salivarius
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17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

C 7D#19-9(2)

C 7D #15-12(3)

C 7D #15-17(2)

K 3D#11-4(1)

K 7D #11-5(3)

K 3D#3-2(1)

K 7D#13-5(1)

K 7D#7-4(2)

K 7D#11-5(2)

K 7D#6(2)-7(1)

K 3D #16-4(3i)

K 3D #15

C10#4

C2#2

C10#4-2

K 7D #15-3(1)

C10#1

C 10#5

C 3D#19-11

100

100

100

100

99

100

100

100

77

100

99

100

45

Staphylococcus

Staphylococcus

Staphylococcus

Selenomonas

Staphylococcus

Streptococcus

Streptococcus

Streptococcus

Staphylococcus

Streptococcus

Succinivibrio

Succinivibrio

Staphylococcus

Streptococcus

Staphylococcus

baja calidad

Limosilactobacillus

Staphylococcus

Selenomonas

epidermidis

epidermidis

epidermidis

ruminantium

warneri/pasteuri

equinus

equinus

equinus

warneri/pasteuri

equinus

dextrinosolvens

dextrinosolvens

warneri

ratti

warneri

baja calidad

mucosae

warneri/pasteuri

ruminantium

99

99

99

100

100

99

99

100

100

100

100

100

99

100

100

100

88

Staphylococcus

Staphylococcus

Staphylococcus

Selenomonas

Staphylococcus

Streptococcus

Streptococcus

Streptococcus

Staphylococcus

Streptococcus

Succinivibrio

Succinivibrio

Staphylococcus

Streptococcus

Staphylococcus

baja calidad

Limosilactobacillus

Staphylococcus

Selenomonas

epidermidis

epidermidis

epidermidis

ruminantium

warneri

equinus/
lutetiensis

lutetiensis/
equinus

lutetiensis/
equinus

warneri

lutetiensis/
equinus

dextrinosolvens

dextrinosolvens

warneri

orisasini

warneri

baja calidad

mucosae

pasteuri/warneri

ruminantium
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36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

K 3D#16-4(3)

K 7D#13-5(2)

K 7D#6-4(1)

C 10#1-2

K 7D#15-5(1)

K 7D#(0)-10(1)

K 3D#16-8(2)

K 7D#"A1"-11(1)

K 7D#"U"-8(2)

C 3D#10-12 (4.1)

K 3D#16-8(3)

K 7D#"P"-10(11)

K K-17(3)

C 3D #13-12(1)

K 7D#K16-6

K 7D#K16-1

K 7D#K16-4

K 7D#"R"

K 7D#K16-5

89

97

100

99

100

89

99

100

98

98

98

96

99

99

98

99

99

Oribacterium

Streptococcus

Streptococcus

Limosilactobacillus

baja calidad

Staphylococcus

Oribacterium

Succinivibrio

baja calidad

Staphylococcus

Succinivibrio

Succinivibrio

Succinivibrio

Selenomonas

Succinivibrio

Succinivibrio

Succinivibrio

Succinivibrio

Succinivibrio

equinus

equinus

mucosae

baja calidad

warneri/pasteuri

dextrinosolvens

baja calidad

pasteuri

dextrinosolvens

dextrinosolvens

dextrinosolvens

ruminantium

dextrinosolvens

dextrinosolvens

dextrinosolvens

dextrinosolvens

dextrinosolvens

98

99

100

100

100

98

100

99

99

99

99

99

100

99

99

100

100

Oribacterium

Streptococcus

Streptococcus

Limosilactobacillus

baja calidad

Staphylococcus

Oribacterium

Succinivibrio

baja calidad

Staphylococcus

Succinivibrio

Succinivibrio

Succinivibrio

Selenomonas

Succinivibrio

Succinivibrio

Succinivibrio

Succinivibrio

Succinivibrio

lutetiensis/
equinus

lutetiensis/
equinus

mucosae

baja calidad

warneri

dextrinosolvens

baja calidad

pasteuri

dextrinosolvens

dextrinosolvens

dextrinosolvens

ruminantium

dextrinosolvens

dextrinosolvens

dextrinosolvens

dextrinosolvens

dextrinosolvens
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55

56

57

58

59

60

K 7D#"P"

Xyl K#2

Xyl K1#3

Xyl K #1

C#2-9

Xy K1#1

98

96

95

92

94

95

92

Succinivibrio

Actinomyces

Butyrivibrio

Butyrivibrio

Actinomyces

Butyrivibrio

Butyrivibrio

dextrinosolvens

ruminicola

fibrisolvens

hungatei

ruminicola

fibrisolvens

hungatei

100

98

100

99

98

7

100

99

Succinivibrio dextrinosolvens
Actinomyces ruminicola
Butyrivibrio fibrisolvens
Butyrivibrio hungatei
Actinomyces ruminicola
Streptococcus orisasini
Butyrivibrio fibrisolvens
Butyrivibrio hungatei

*La letra C corresponde a los aislados recuperados del medio CAN, la letra K corresponde a los

aislados recuperados del medio KNT. En 3 dias (3D) o 7 dias (7D).
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S8. Figura S8.1. Datos estadisticos del ensamblaje para CAN 12-3-7R1 y KNT 12-3-7R1-2, en los

ensambladores IDBA, MEGAHIT y MetaSPades. La coloracién de azul a rojo muestra los mejores y

peores valores de cada ensamblaje

A.

B.

BEST WORST
LONGEST - SUM
ASSEMBLY CONTIG =~ Nx@n) "EE:;TH cé\b—?‘xzs LENGTH
(bp) (op)
Nso: BNOHE - 108 0 0
Lso:  (2823)| >-10° 47 7362804
N7s: | 4487 >=10t 2724 65009611
CAN12:3-7_R1IDBA contigs 457804
L7 (7972) >=10° 19049 131960715
NOO:  2834| =500 15049 131960715
Lo0: (3581 =1 19049 131960715
Nso: 0837 5= 108 0 0
L50: @Sy >-10° 74 12426378
{75 - 10¢
caNi2a. R 75 4363 >-10 3650 58948197
7_R1_metalarge contigsMEGAHIT i
L75: [(10837) >~ 107 26497 179763035
NS0. 2020 >=500 26497 179763035
roo: [(aseapy) =1 26497 179763035
NSO: 10724 >-106 o 9
Ls50: | (3583) >=10° 91 14946147
- NTS. 46051 >=10% 3944 07124233
e = 599015
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L75: (10460) >=10° 26205 186769354
Noo: 2190 >=so0 [NEE203) [{8e7e035a
Lo0: (18349) =1 26205 186769354
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N7 3655 | 99612474
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" 12030
itive. contigtMEGAHI Tassembly | 23200 I
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N50: o o
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KNT12:3.7_R1-2MetaSPAdes. contigs 686072
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S9. Figura S9.1: Arbol filogenético de los bins de CAN 12-3-7R1. Clado A: Bin.052, Clado B:
Bin.083, Clado C: Bin.084, Bin.067, Clado D: Bin.026, Bin.038, Bin.082, Clado E: Bin.044, Bin.043,
Clado F: Bin.042, Clado G: Bin.034, Clado H: Bin.072, Clado |: Bin.066, Bin.028, Clado J: Bin.063,
Clado K: Bin.057, Clado L: Bin.002, Bin.058, Bin.080.

Bins.002-084_plus36_refseq_prox.SpeciesTree: Species Tree generated by Species Tree Builder
[~ Bin.052.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/73/2] sl A
Bin.083.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/82/2] — B
Olsenella scatoligenes [GCF 001494635.1]
1LBin.084.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/76/2]
Olsenella uli DSM 7084 [GCF 000143845.1]
1 L—Olsenella sp. oral taxon 809 str. FO356 [GCF 000233535.1] C
433| | Olsenella umbonata [GCF 900111255.1]
11Bin.067.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/90/2]
Olsenella umbonata [GCF 900105025.1]
Bin.026.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/79/2]
iy 'I:Bin.OSB.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/83/2] D
0.978 Bin.082 fasta bly.RAST [User 88203/75/2]
Bin.044.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/74/2]
ﬁmgasphaera cerevisiae DSM 20462 [GCF 001045675.1]
0.997

C|

Megasphaera elsdenii DSM 20460 [GCF 000283495.2]
1 L Megasphaera massiliensis [GCF 000455225.1] E
Acidaminococcus intestini RyC-MR95 [GCF 000230275.1]
Acidaminococcus fermentans DSM 20731 [GCF 000025305.1]
11Bin.043.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/86/2]
Kandleria vitulina DSM 20405 [GCF 000702065.1]
11Bin.042.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/88/2] —p
Enterococcus phoeniculicola ATCC BAA-412 [GCF 000407505.1]
Enterococcus faecalis 13-SD-W-01 [GCF 000415185.1]
Enterococcus faecium DO [GCF 000174395.2]
1‘[ { Enterococcus mundtii QU 25 [GCF 000504125.1]
1 LEnterococcus durans [GCF 001267865.1]
Enterococcus massiliensis [GCF 001050095.1]
.'9'9'7{ . {Enterocuccus dispar ATCC 51266 [GCF 000406945.1]
0.998 L~ Enterococcus asini ATCC 700915 [GCF 000407365.1]
{Enlerococcus casseliflavus EC20 [GCF 000157355.2]
1 ~Enterococcus saccharolyticus subsp. saccharolyticus ATCC 43076 [GCF 000407285.1]
.I;Tntemcoccus haemoperoxidus ATCC BAA-382 [GCF 000407165.1]

0854

L...of
0.983

-l

0.998

1 1 1 Enterococcus faecalis V583 [GCF 000007785.1]
11Bin.034.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/89/2] sl G
 Streptococcus ratti FA-1 = DSM 20564 [GCF 000286075.1]
Streptococcus salivarius [GCF 000785515.1]
1 '|Streptococcus thermophilus JIM 8232 [GCF 000253395.1]
1 Istreptococcus thermophilus [GCF 001514435.1]
‘LS[treptococcus caballi DSM 19004 [GCF 000379985.1]

'}

i '952°| _J Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus ATCC 43143 [GCF 000270145.1]
1'1Bin.072.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/81/2] e [
0571 o -[Streptococcus henryi DSM 19005 [GCF 000376985.1]
. Jro9e Lstreptococcus orisratti DSM 15617 [GCF 000380105.1]
0. 995{]. - { Streptococcus agalactiae 2603V/R [GCF 000007265.1]
0.963 L Streptococcus porci DSM 23759 [GCF 000423765.1]
Bin.066.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/78/2]
1'| [Clostridium] aminophilum DSM 10710 [GCF 000711825.1] } |
11Bin.028.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/77/2]
Succinivibrio dextrinosolvens H5 [GCF 000702045.1]
11Bin.063.fasta ly.RAST [User G 88203/80/2] —p ]
Bin.057 fasta bly.RAST [User G 88203/87/2] =P [
Bin.002.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/84/2]
Bin.058.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/85/2]
Prevotella albensis DSM 11370 = JCM 12258 [GCF 000426565.1] L
11Bin.080.fasta assembly.RAST [User Genome 88203/72/2]

0.35
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S9 Figura 9.2. Arbol filogenético de los bins de KNT 12-3-7R1-2. Clado A: Bin.057, Clado B:
Bin.000, Clado C: Bin.035, Clado D: Bin.043, Clado E: Bin.047, Bin.053, Clado F: Bin.036, Clado

G: Bin.007, Clado H: Bin.020, Clado I: Bin.022, Clado J: Bin.010, Clado K: Bin.005, Clado L:
Bin.030, Clado M: Bin.026.

Bins000-057_plus36_refseq_prox.SpeciesTree: Species Tree generated by Species Tree Builder
Bin.057 fasta assembly.RAST [User Genome 89796/73/1] =g A
,go'g'l E Pyramidobacter piscolens W5455 [GCF 000177335.1]
1L-Bin.000.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/66/1] =9 B
Succinivibrio dextrinosolvens H5 [GCF 000702045.1]
11Bin.035.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/77/1] =g ('
Succinatimonas hippei YIT 12066 [GCF 000188195.1]
Anaerobiospirillum succiniciproducens DSM 6400 [GCF 000482845.1]
n Prevotella brevis ATCC 19188 [GCF 000621725.1]
T Prevotella sp. FD3004 [GCF 000746155.1]
1 Prevotella ruminicola 23 [GCF 000025925.1]
1 1 LBin.043.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/76/1]
L EBin.Od?.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/70/1] D
0.841 Bin.053.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/65/1]
Bin.036.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/69/1] ——p» [
— Anaerovibrio lipolyticus LB2005 [GCF 000621545.1]
Selenomonas sputigena ATCC 35185 [GCF 000208405.1]
Selenomonas flueggei ATCC 43531 [GCF 000160695.1]
Selenomonas artemidis DSM 19719 [GCF 000426665.1]
0. '7‘3‘71:‘ ) {Selenomonas noxia ATCC 43541 [GCF 000160555.1]
0.996 L Centipeda periodontii DSM 2778 [GCF 000213975.1]
Mitsuokella sp. oral taxon 131 str. W9106 [GCF 000469545.1]
Mitsuokella multacida DSM 20544 [GCF 000155955.1]
991 L— Selenomonas bovis DSM 23594 [GCF 000381005.1]
e Selenomonas ruminantium subsp. lactilytica TAM6421 [GCF 000284095.1]
1 i1 L-Selenomonas ruminantium [GCF 900100835.1]
0,998 Selenomonas ruminantium AB3002 [GCF 000702545.1]
1L Bin.007.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/71/1] == |
Catenibacterium mitsuokai DSM 15897 [GCF 000173795.1]
Coprobacillus cateniformis [GCF 000269565.1]
Candidatus Stoquefichus sp. SB1 [GCF 001244545.1]
Kandleria vitulina DSM 20405 [GCF 000702065.1]
11Bin.020.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/67/1] =P (
Sharpea azabuensis DSM 18934 [GCF 000702165.1]
Bin.022.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/64/1] =g [
Eisenbergiella tayi [GCF 001717135.1]
" ELachnospiraceae bacterium 10-1 [GCF 000403495.2]
0.76L—Kineothrix alysoides [GCF 000732725.1]
Bin.010.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/75/1] === |
Butyrivibrio sp. MC2013 [GCF 000424585.1]
Butyrivibrio fibrisolvens FE2007 [GCF 000424425.1]
Butyrivibrio sp. NC3005 [GCF 000424545.1]
1 1Bin.005.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/74/1] ]
Butyrivibrio sp. NC2002 [GCF 000702265.1]
Butyrivibrio sp. AE3006 [GCF 000424165.1]
Butyrivibrio sp. AE3004 [GCF 000703165.1]
Butyrivibrio proteoclasticus B316 [GCF 000145035.1]
Butyrivibrio proteoclasticus [GCF 900115735.1]
Butyrivibrio hungatei NK4A153 [GCF 000424465.1]
0.408 L Bjn,030.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/72/1] wmmpp K
Bin.026.fasta assembly.RAST [User Genome 89796/68/1] wmmpp- |

=1

1

1

0.26
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