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1.- INTRODUCCION

Los rumiantes som.animale$ peculiares en su anatomia y fisiologia digestivas. La
presencia de una camara de fermentacion pre-géstrica, el rumen, que alberga una compleja
poblaciéon microbiana (bactetias; protozoos, hongos, arqueas y virus), les permite utilizar
recursos fibroses vegetales que de otra forma no lo serian por las enzimas digestivas del
animal. La fermentaciébn microbiana de los alimentos en el rumen origina acidos grasos
volatiles( AGV) y. proteina microbiana, que son utilizados por el animal. Esto les confiere
a los rumiantes la capacidad de alimentarse a base de recursos alimenticios (pastos, forrajes
y arbustos) queno son utilizables por otras especies y poder hacer uso de recursos fibrosos
comorsubproductos derivados de la industria alimentaria (oleicola, vitivinicola, hortalizas,
citricos...), que en el caso de Espafia representa un volumen anual muy significativo
(MAGRAMA, Anuario de estadistica agroalimentaria, 2012). Por otro lado, como
resultado de la fermentacion microbiana de los alimentos en el rumen se originan proteina
calor y gases, principalmente CO,, CHy, Ha.

La relacion simbidtica que se establece entre el ecosistema microbiano y el
rumiante adulto es muy especifica, lo que determina que la poblaciéon microbiana varie de
un individuo a otro (Jami y Mizrahi, 2012). Los intentos realizados para modificar la
composicion de la microbiota del rumen mediante cambios en al alimentacion para
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maximizar la eficiencia digestiva se ven en muchas ocasiones impedidos por la resistencia
que ofrece el ecosistema ruminal a ser alterado, una vez esta totalmente establecido en el
animal adulto. Ejemplos de esta dificultad de manipulacién son: el intento de reducir la
produccion de metano en rumiantes mediante el uso de aditivos alimenticios (Martinez-
Fernandez et al., 2013), maximizar la digestion de forrajes de mala calidad nutritiva o
subproductos alimenticios (Molina-Alcaide y Yafez-Ruiz, 2008), reducir la degradacion
de la proteina de la dieta en el rumen (Bach et al.,, 2005) o maximizar la capacidad
tamponadora de pH del rumen cuando el animal se alimenta con un nivel muy bajo de fibra
larga y alto contenido de carbohidratos facilmente fermentables (Mohamed et al.,2012).

En este trabajo se presentan algunas de las estrategias que actualmente se, estan
investigando para modular la microbiota y fermentacion ruminal y los_ desafios mas
importantes para ponerlas en practica. Durante las jornadas se presentaran las estrategias
mas relevantes con mas detalle.

2.- MICROBIOTA RUMINAL

La microbiota ruminal constituye una comunidad microbiana diversa, y altamente
especifica en relacion a sus funciones metabdlicas, que son esenciales para el desarrollo,
salud y nutricioén del rumiante (Morgavi etial., 2010). Los principales microorganismos del
rumen se clasifican en bacterias, protozoos, arqueassmetanogénicas, hongos y virus (Figura
1). Se estima que en el ecosistema ruminal existen mas de 1.000 especies distintas (Deng et
al., 2008), pertenecientes filogenéticamente a los dominios Bacteria, Archaea y Eucarya.
La mayor parte de estos microorganismos no han sido atin cultivados pero la aplicacion de
técnicas moleculares haspermitido estimar que, por ejemplo, las bacterias ruminales
representan mas de 400 filotipos (Edwards et al., 2004; Yu et al., 2006).

Figura 1.- Principales grupos microbianos del rumen

_ Honaos Arqueas
Bacteria d Protozoos metanogénicas
~1000 especies ~30 species ~40 especies ~14 especies
10" to 10"'cel/ml <105 cel/ml <10° cells/ml 106 to 108 cel/ml
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La microbiota ruminal es dindmica y puede verse afectada por diversos factores,
tales como la dieta, la especie o la edad del animal, la presencia de aditivos en la dieta, la
zona geografica en la que se asienta una determinada explotacién ganadera o la estacion
del afio (Zhou et al., 2010). Los microorganismos ruminales establecen entre si relaciones
complejas de cooperacion, que permiten la degradacion del alimento que llega al rumen vy,
en consecuencia, la utilizacion de sus nutrientes. También se establecen relaciones de
competencia, intra e inter-especifica, y de predacion (Ley et al., 2006).

La mayoria de los microorganismos presentes en el rumen son anaerobios estrictos
aunque existen anaerobios facultativos, que metabolizan el oxigeno que llega al rumen a
través del alimento, del agua de bebida o de las paredes del rumen. Lasanaerobiosis’' se
mantiene en el rumen gracias a los gases generados durante la fermentacion,"dioxido de
carbono, metano e hidrégeno. Solo los microorganismos capaces de. tolerar un potencial
redox bajo (-350 mV) pueden sobrevivir en el rumen (Kamra, 2005). La temperatura
Optima en este organo es de 39°C. Ademads, los microorganismos tuminales disponen de
moléculas que permiten la adhesion, colonizacioén y degradacion de los sustratos, capaces
de inhibir el crecimiento de competidores (bacteriocinas) o de resistir al sistema
inmunitario del animal hospedador. Esta plasticidad genética les permite adaptarse a los
cambios en dicho habitat, lo que junto a las elevadas tasas de multiplicacion permite el
mantenimiento de densidades estables de microorganismos; (Ley et al., 2006), lo que
favorece la supervivencia y crecimientofen, dicho ecosistema en relacion al tiempo de
residencia del alimento en el rumen.

3.- DESAFIOS

Durante la exposicidnien las jornadas se presentaran dos cuestiones principalmente:
1) la reduccion de la produccion de metano entérico por parte de los rumiantes y ii) la
mejora de la fefmentacion de carbohidratos y disminucién de la incidencia de acidosis
metabdlica.

i) Reduccion de l1a produccion de metano entérico por parte de los rumiantes

La formacion de metano representa una pérdida energética importante para el
ruminate (2-12% de energia bruta ingerida; Johnson y Johnson, 1995) pero supone la
principal via metabdlica para mantener la concentracion de H, dentro de limites
fisiologicos del ecosistema microbiano y asi permitir que la cadena de degradacion
organica en el rumen no se detenga (Figura 2). Por otro lado, el metano es un gas que
contribuye de manera importante al denominado “efecto invernadero”, con un potencial
radiativo mas de 20 veces superior al del CO,. Los rumiantes domésticos producen mas de
80 millones de toneladas de CH4 anuales, lo que supone alrededor del 33% del total de
metano antrépico emitido (Beauchemin et al., 2008), habiéndose estimado que en Espafia
ese porcentaje es del 31% (MAGRAMA, 2011).
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Figura 2. Esquema de la fermentacion de los polisacaridos y uso del H; resultante en
el rumen (Morgavi et al., 2010)
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Para el desarrollo de estrategias que permitan, reducif las emisiones de metano
procedentes de los rumiantes han de considerarse tanto las.rutas metabolicas implicadas en
la formacion y en la utilizaciéon del H, en el rumen, como la comunidad de arqueas
metanogénicas (Martin et al., 2010). Cualquier-estrategia, dirigida a reducir la produccion
de metano en el rumen requeriria, por tantochacerlo a través de alguna o varias de las
siguientes vias (McAllister y Newbold, 2008; Martin et al., 2010):

- La reduccion de la cantidad de H, producido en el rumen, sin afectar a la digestion
de los alimentos.

- El aumento de lautilizacion del H, en rutas metabolicas alternativas, que permitan
obtener productos finales.de la fermentacion beneficiosos para el animal.

- La reduccion de la actividad de las arqueas metanogénicas en el rumen.

ii) Mejora de la fermentacion de carbohidratos y disminucion de la incidencia de
acidosis metabolica

Por otro lado, la intensificacion en el sistema de manejo del ganado y en particular
delaalimentacion, ha resultado en muchos casos en sistemas en los que los rumiantes se
alimentan fundamentalmente a base de granos y concentrados, ricos en almidon. En el caso
de Espana, con escasez de pastos y produccion de forrajes, esta situacion se ha acusado
significativamente, y una de las consecuencias mas frecuentes es la alta incidencia de
acidosis metabolica, una patologia derivada de la incapacidad del rumen de lidiar con una
excesiva produccion de acido lactico (Aschenbach et al., 2011). Asi, la importancia de los
procesos de fermentacion que suceden en el rumen hace que la manipulacion de este
complejo ecosistema haya sido y contintie siendo un campo de investigaciéon fundamental
en nutricion animal para mejorar la eficiencia de la actividad digestiva.
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4. MODULADORES DE LA FERMENTACION RUMINAL

En los ultimos afios y, especialmente tras la prohibicion en Europa del uso de los
antibioticos en la dieta del ganado (Casewell et al., 2003) como promotores del
crecimiento, se ha estimulado la busqueda de aditivos que modulen la actividad ruminal y
puedan emplearse como sustitutos de los antibidticos. Asimismo, ha aumentado
globalmente la preocupacion por el aumento de las emisiones de gases con efecto
invernadero con una contribucion especialmente importante de la actividad ganadera.

Asi se estan llevando a cabo numerosos estudios para evaluar los efectos quetienen
distintos compuestos, mayoritariamente extractos de plantas como aceites esenciales,
compuestos organosulfurados, etc. o compuestos disefiados y sintetizados para tal efecto
sobre la fermentacion ruminal y la produccion de metano. Los resultados obtenidos son, en
ocasiones, contradictorios, dificiles de interpretar y proporcionan poca informacion sobre
los mecanismos de accion de los compuestos estudiados. Ello puede deberse a factores
como la gran diversidad y origen de los compuestos empleados, las.condiciones de estudio
de sus efectos (in vitro vs. in vivo) y la dieta que el animal recibe (Hart et al., 2008; Yafez-
Ruiz et al., 2016), entre otros.

Los compuestos utilizados en los estudios que se presentaran en estas jornadas
pertenecen esencialmente a dos categoriasi eompuestos derivados de plantas y compuestos
sintéticos. Entre los derivados de plantas se encuentran: saponinas, taninos, aceites
esenciales (puros o combinados) y compuestos organosulfurados. Entre los compuestos de
sintesis se puede destacar: ionoforos, halogenados y otros compuestos de produccion atn
experimental.

5.- LIMITACIONES DE USO DE COMPUESTOS QUE MODULAN LA
FERMENTACION RUMINAL

Existen distintas limitaciones al uso de compuestos que modulan la fermentacion
ruminal como estrategia alimentaria en rumiantes, destacandose los siguientes:

S.1.- Pureza de los compuestos utilizados

Existen evidencias de que dosis similares de los mismos compuestos vegetales, con
distinta pureza, provocan efectos diferentes sobre la fermentacion ruminal (Hart et al.,
2008; Soliva et al., 2011). Superar esta limitacion requiere estandarizar la concentracion y
actividad de los compuestos, asi como la composicion de las mezclas de dichos
compuestos que se utilizan en los diferentes estudios.
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5.2.- Adaptacion del ecosistema microbiano del rumen a su presencia

Los ecosistemas microbianos, y en particular el del rumen, tienen una gran
capacidad para adaptarse o degradar un amplio rango de compuestos naturales o sintéticos
(Benchaar y Greathead, 2011). Algunas especies de bacterias ruminales son capaces de
crecer en presencia de concentraciones elevadas de aceites esenciales y, por tanto, de
adaptarse a los mismos (MclIntosh et al. 2003). La diversidad de las arqueas metanogénicas
del rumen varia cuando los animales se tratan con compuestos derivados de plantas
(Ohene-Adjei et al., 2008). También se ha observado que ciertos compuestos no‘afectan a
la fermentacion ruminal en ensayos prolongados, tanto in vitro como in vivo (Cardozo et
al., 2004; Klevenhusen et al., 2011). Esta variabilidad de resultados se podria explicarpor
una adaptacion del ecosistema, en funcion del tiempo de tratamiento./Wang et al. (2000)
observaron que, tras un tiempo relativamente corto de tratamiento, el efecto de las
saponinas sobre los protozoos en cultivos in vitro desaparecia ‘sugiriéndose una
degradacion de las mismas por parte de ciertas bacterias.

5.3.- Naturaleza de la dieta suministrada al rumianté y pH ruminal.

La naturaleza de la dieta incubada, en los estudios in vitro, o suministrada a los
animales, en los estudios in vivo, asi como el pH que promueve la fermentacion de las
mismas modula el efecto de los aceites @€senciales (Molero et al., 2004; Cardozo et al.,
2005). Wallace et al. (2002) sugirieron que el efecto de mezclas de aceites esenciales
depende de la degradabilidad de la proteina dietética, siendo tanto més evidente cuanto
mayor es la degradabilidad. El tipo (Duval etal., 2007) y la cantidad (Mateos et al., 2013)
de carbohidratos de la dieta también modula el efecto de aceites esenciales y de
compuestos organosulfurados.

5.4.- Dificultad para extrapolar las condiciones ensayadas y los resultados obtenidos
in vitro a la situacién in vivo

Los efectos de ciertos compuestos sobre la fermentacion ruminal, observados in
vitro,ddesaparecen 0 disminuyen en ensayos in vivo. Esta falta de efecto puede deberse a
distintos factores; uno de ellos es la dificultad de extrapolar las dosis utilizadas in vitro a
condiciones in vivo debido, sobre todo, a la complejidad del ecosistema microbiano del
rumen. En general, se requieren dosis superiores a las utilizadas in vitro para que el efecto
de un determinado compuesto se haga patente en el animal. No obstante, se ha de tener
precaucion ya que las dosis necesarias para detectar efectos in vivo pueden ser demasiado
elevadas (Beauchemin et al., 2009).

La actividad de los compuestos depende de la probabilidad de que el componente
activo interactie con los microorganismos, lo que es funcion de la concentracion de dicho
componente, del tamafio de las poblaciones microbianas y de la complejidad del
ecosistema ruminal (Calsamiglia et al., 2007). Otro factor diferencial entre las condiciones
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in vitro e in vivo puede ser la homogeneidad con la que el compuesto o compuestos
estudiados se distribuyen. Esa homogeneidad es mayor in vitro lo que hace que, en esas
condiciones, los microorganismos se expongan mas rapidamente a la actividad de los
compuestos que en el rumen. También ha de considerarse, como se ha senalado
anteriormente, la posible adaptacion del ecosistema microbiano a algunos compuestos tras
su suministro al animal durante un periodo de tiempo prolongado (Benchaar y Greathead,
2011; Bodas et al., 2012).

El tiempo de permanencia de la digesta en el rumen, que depende de un nimero
importante de factores (relacion forraje:concentrado, tamafio de particula, \nivel de
ingestion, contenido y digestibilidad de la fibra, etc.), que han de tenerseseén cuenta para
extrapolar condiciones ensayadas in vitro a estudios in vivo. Los(sistemashcerrados
implican, por definicion, la no renovacion del medio de fermentacién, y los fermentadores
continuos y semi-continuos pueden no simular totalmente los flujos, de salida de las
fracciones solida y liquida de la digesta ruminal. Cuando se trata de.aplicar una dosis de un
determinado compuesto, previamente estudiada en sistemas de cultivo in vitro, a animales
alimentados a nivel de mantenimiento debe de tenerse en cuenta ¢l tiempo fraccional de
paso de la digesta a través del rumen (Yafnez-Ruiz.et al., 2004), siendo posible que el
incremento de la dosis haya de ser de hasta el._80% con respecto a la utilizada in vitro.
Ello puede explicar el que una misma dosis de aceite de rdbano provoque una disminucion
de la produccién de metano in vitro deél»90% Yy cambios en otros parametros de la
fermentacion ruminal, mientras que en tetneros la disminucion sea solo del 19% y no
afecte a otros pardmetros de la fermentacion (Mohammed et al., 2004). Otro aspecto
importante es, como sefialan Soto et al.{2012; 2013), que la microbiota que se desarrolla
en sistemas in vitro es diferente de laique existe en el rumen.

5.5.- Posible transferencia de residuos de los compuestos a los productos animales

Los estudios,sobre la presencia de residuos, en leche o carne, de extractos de
plantas son limitados aunque existen indicios de la presencia de terpenos, procedentes de
forrajes,€n la leche de vaca, que alteran sus propiedades organolépticas (Vialloninsta et
al., 2000; Tornambe et al., 2006). Hallier et al. (2013) no han observado residuos en la
leche de vaca dée timol, carvacrol, cinamaldehido o dialil disulfuro, administrados en dosis
de 120 mg/dia durante 3 semanas. Trabajos recientes, llevados a cabo en vacuno lechero en
el marco del proyecto Europeo FP7-SMEthane (www.smethane.eu), han mostrado,
mediante cromatografia de gases-masas, la ausencia, en la leche, de aceites esenciales o sus
posibles metabolitos de degradacion, tras suministrar una mezcla de estos aceites en la
dieta a razon de 1g/animal/dia, durante 42 dias. Dada la limitada informacion existente, se
requieren estudios mas detallados y de larga duracidon para determinar si existen residuos
de aditivos dietéticos en leche o carne.
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5.6.- Estabilidad de los aditivos durante su almacenamiento

Un aspecto a considerar y, no menos importante que los sefialados anteriormente,
es el que se refiere a la estabilidad y conservacion de los aditivos a lo largo del tiempo. En
el caso de los extractos de plantas, el solvente y su dilucion, asi como el tiempo, la
temperatura, presion, etc., requeridas para la extraccion del compuesto objeto de estudio,
pueden afectar a la actividad del mismo (Bodas et al., 2012). Asi, el cinamaldehido se
descompone cuando se calienta a 60°C mientras que si se mezcla con otros compuestos,
como el eugenol o el extracto de canela, se mantiene estable durante 30 mintitos, con
temperaturas de hasta 200°C (Friedman et al., 2000). Por otro lado, las condic¢iones‘en las
que el aditivo se introduce en la dieta (mezclado con el grano, en harina,enpellets, en el
agua, etc.) pueden, tener un enorme impacto sobre la degradacion de las moléculas activas
de cada mezcla. Asi, en el desarrollo del proyecto eurepeo FP7 SMEthane
(www.smethane.eu) se ha observado que la peletizacion puede implicar la pérdida de entre
el 26 y el 92 % del compuesto activo y que su almacenamiento puede hacer que se pierda
entre el 2 y el 88 % del compuesto activo. Esta variaCion estaria relacionada con la
estructura quimica de la molécula en cuestion, st grado de proteccion mediante
encapsulamiento y la temperatura de almacenamiento:

5.7.- Viabilidad economica

La viabilidad econdomica del uso de aditivos en alimentacion animal depende no
solo del coste del aditivo sino también de la dosis requerida para que se produzca un efecto
cuyo beneficio supere al coste de su uso(Benchaar y Greathead, 2011). Un ejemplo de este
tipo de andlisis lo realizdé Doreau et al.. (2014) para el sector vacuno francés en el periodo
2010-2030 empleando dos,estrategias nutricionales para reducir metano entérico: i) adicion
de grasas insaturadas y ii) uso.de nitratos.

6.- INTERVENCIONES EN EDADES TEMPRANAS

En contraposicion a la resistencia del ecosistema microbiano a ser alterado en el
animal ‘adulto,€l animal pre-rumiante ofrece una oportunidad de intervencién durante el
proceso primero de colonizacion tras el nacimiento. La rumia requiere aproximadamente 2
meses en establecerse de manera funcional en el rumiante joven. El desarrollo del rumen
consta) de 3 procesos paralelos e interconectados: i) desarrollo del organo per se, del
epitelio y de su masa muscular (Reynolds et al., 2004), ii) desarrollo de la funcionalidad en
relacion a su la fermentacion anaerobia y la actividad enzimatica (Rey et al., 2012) y iii) la
colonizacién microbiana por bacterias, protozoos, hongos, virus y arqueas (Fonty et al.,
1987).

El rumen es colonizado en la primera semana de vida, mucho antes de que
comience la ingesta de alimento solido, y que alcanzan concentraciones similares a las del
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rumen adulto tras el primera mes de vida (Yafez-Ruiz et al., 2015). Esta colonizacion tan
temprana representa una oportunidad de intervencion en cuanto a la ocupacion de distintos
nichos ecolédgicos, asumiendo que hasta que el ecosistema se coloniza y estabiliza hay una
ventana de tiempo con una alta PLASTICIDAD que permita cierta manipulacion y, sobre
todo, que los cambios producidos permanezcan en el animal adulto (Figura 3).

Figura 3.- Concepto de programacion microbiana del rumen.
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En Espafia podemos distinguir dos sistemas distintos de manejo alimenticio de las
crias en vacuno. En ganado de engordeda mayor parte de la carne de vacuno procede de
animales jovenes sacrificados'a 10s:8-10 meses de edad con un peso de 350-400 kg en
razas precoces y lecherasten las'qué la cria se separa de la madre tras el nacimiento y se le
alimenta con lactoreemplazante, y de 12 meses y 450-500 kg en razas carnicas con
animales pasteros criados en lactancia natural con sus madres (Garcia-Rebollar et al.,
2008). En ganado lechero. (de grandes y pequefios rumiantes), las hembras de recria se
separan igualmente de la madre y se alimentan con lactoreemplazante. El grupo de
investigacion denla Estacion Experimental del Zaidin ha descrito recientemente que el
patron de eolonizacion microbiana es muy distinto entre lactancia NATURAL (con la
madre) y ARTIFICIAL (con lactoreemplazante y aislados de animales adultos) (Abecia et
al., 2014). Por tanto, cualquier estrategia de intervencion en edades tempranas debe
considerar ambos sistemas, puesto que el alcance y persistencia de los efectos pueden
variar ssignificativamente. Asi, hemos descrito recientemente el potencial de diversas
estrategias nutricionales aplicadas en edades tempranas para reducir la produccion de
metano mediante el uso de compuestos de sintesis (Abecia et al., 2013) y la incidencia de
acidosis tras la administracion de cultivos vivos de levaduras (Abecia et al., 2016) en los
animales cuando alcanzan la edad adulta y su etapa productiva. Durante las jornadas se
presentaran los trabajos que se estan llevando a cabo en la actualidad.
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7.- CONCLUSIONES

La complejidad del ecosistema microbiano del rumen representa un desafio para
una modulacion exitosa desde el punto de fisiologico y comercial. Sin embargo, el mejor
conocimiento de dicho ecosistema, de la naturaleza de los distintos compuestos que pueden
ejercer efectos beneficiosos y del impacto sobre la fisiologia del rumiantes estan ayudando
a desarrollar estrategias nutricionales exitosas. La modificacion de la microbiota ruminal
cuando el rumen estd en su fase de desarrollo ofrece un interesante potencial para
‘programar’ la composicion de dicho ecosistema y conseguir animales mas eficientes en
edad adulta.
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