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ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO DE EXTRACCION Y PURIFICACION
DE RNA LIBRE DE RNA RIBOSOMAL (rRNA) DE LA MICROBIOTA RUMINAL
PARA LA GENERACION DE UN META-TRANSCRIPTOMA POR RNA-seq.
Miguel Gutiérrez Fidencio, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2018
RESUMEN

Los microorganismos ruminales se han estudiado principalmente con
meétodos de cuantificacibn microscépica o con la microscopia electronica. Hoy en
dia las técnicas moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa,
cuantitativa, digital y digital por gotitas (PCR, gPCR, dPRC, ddPCR
respectivamente) han sustituido los métodos de identificacion y caracterizacion de
poblaciones microbianas complejas. Mediante la generacion de meta-
transcriptomas se puede conocer la actividad metabdlica ain de microorgamismos
incultivables. La generacion de meta-transcriptomas requiere de RNA de alta
calidad y, a la fecha, los meta-transcriptomas de muestras ruminales se realizan con
RNA total; sin embargo, por la naturaleza misma de este acido nucleico, el RNA
ribosomal (rRNA) representa el mayor porcentaje del RNA total y solo una minima
parte corresponde a los trascritos. En consecuencia, se reduce la proporcion de las
secuencias relacionadas con la actividad transcripcional del meta-trasncriptoma con
la secuenciacion de fragmentos ajenos a mMRNA. Este contexto presenta dos
grandes desafios, la estandarizacion del proceso de obtencion de RNA y reducir al
maximo el porcentaje de rRNA del RNA total. A pesar de que se ha logrado la
eliminacibn rRNA de muestras complejas de diversos ambientes con Kkits
comerciales, aun se desconoce si estos kits serian efectivos en una muestra de
origen ruminal porque implica obtener trascritos de microorganismos eucarioticos y
procariéticos simultaneamente.

El objetivo de esta investigacion fue establecer un protocolo de extraccion y
purificacion de RNA libre de RNA ribosomal con la calidad suficiente para la
generacion de un metatranscriptoma de la microbiota del rumen. Se colect6 liquido
ruminal de cuatro borregos machos adultos de la raza Dorset de 80 + 3 kg de peso
vivo alimentados con dos tipos de dietas: alta en forraje (70%) y alta en concentrado
(70%), utilizando un diseno experimental “Cross-over”, durante cuatro dias, en dos
horarios pospandrial diferentes cada uno. La extraccion de RNA de las muestras de
liquido ruminal se realiz6 de manera individual (una muestra por cada borrego y
horario) y en “pool” (juntando las 8 muestras de cada hora por cada borrego). La
lisis celular se realizo en un disruptor celular (Bead Bug, Benchmark Scientific) con
0.2 g perlas de vidrio (0.1 g de 0.1 mm y 0.5 mm de diametro, respectivamente). La
extraccion de RNA se realizdé con el reactivo TRIzol (Invitrogen) en las muestras
individuales siguiendo el protocolo del fabricante; mientras que en las extracciones
de los “pools” se realizé una segunda extraccion con cloroformo. En el RNA total
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extraido se determiné la concentracion e integridad mediante espectrofotometria y
electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %. En las muestras de RNA total integras se
realizé un segundo “pool” correspondiente a las dietas concentrado (C) y forraje (F)
obteniendo 2 en total. Estas se procesaron con el kit Ribo-Zero (RZ) de lllumina
para la remocion del rRNA, basado en perlas magnéticas y sondas especificas para
la seleccion del rRNA eucariotico y procariético. Estas muestras libres de rRNA se
purificaron y concentraron con el kit RNA Clean and Concentrator (Zymo Research)
y después se cuantificaron por espectrometria. Al final se realizé la sintesis del DNA
complementario (cDNA) con la enzima retrotrancriptasa (iScript Select, BIO-RAD),
y se cuantificé el producto para determinar la cantidad total de producto obtenido.

El protocolo propuesto en esta investigacion para la extracion de RNA es
eficiente, rapido y permite obtener RNA en cantidad y calidad suficiente para el
proceso de purificacién indistintamente a la procedencia de la muestra. La
purificacion del RNA total con el kit Ribo-Zero, redujo eficientemente el rRNA de las
muestras y con base en el rendimiento final obtenido de RNA libre de rRNA, se
deduce que el método es eficiente, el producto obtenido puede ser utilizado en la
generacion de un meta-transcriptoma y la sintesis de cDNA no se vio afectada por
la reduccion del rRNA.

Palabras clave: Herramientas moleculares, microbiologia ruminal, ddPCR, gqPCR,
16S rRNA, 18S rRNA.



ESTABLISHMENT OF A PROTOCOL FOR RNA EXTRACTION AND
PURIFICATION FREE FROM RIBOSOMAL RNA (rRNA) FROM THE RUMINAL
MICROBIOTA FOR THE GENERATION OF A META-TRANSCRIPTOME BY
RNA-seq.

Miguel Gutiérrez Fidencio, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

Ruminal microorganisms have been studied mainly by microscopic
quantification methods or electron microscopy. Nowadays molecular techniques
such as the Polymerase Chain Reaction (PCR), quantitative PCR (qPCR) and digital
PCR (ddPCR) have replaced the methods of identification, quantification and
characterization of complex microbial populations. Through the generation of meta-
transcriptomes, the metabolic activity of uncultured microorganisms can be
assessed. The generation of meta-transcriptomes requires high-quality RNA and, to
date, most of the meta-transcriptomes derived from ruminal microbiota were
performed with total RNA. Thus, due to the nature of this nucleic acid, ribosomal
RNA (rRNA) represents most of the total RNA and therefore only a small part
corresponds to transcribed regions. Consequently, the proportion of sequences
related to the transcriptional activity of the meta-transcriptome is reduced with the
sequencing of non-mRNA fragments. This context presents two major challenges,
the standardization of the process of obtaining RNA and reducing to the maximum
the percentage of rRNA of the total RNA. Although the rRNA elimination of complex
samples from different environments has been achieved with commercial kits, it is
still unknown if these kits would be effective in a sample of ruminal origin because it
implies obtaining simultaneously transcripts both from eukaryotic and prokaryotic
microorganisms.

The objective of this research was to establish a protocol for extraction and
purification of RNA free of ribosomal RNA with sufficient quality for the generation of
a meta-transcriptome of the rumen microbiota. Ruminal fluid was collected from four
adult male Dorset lambs of 80 + 3 kg of live weight fed with two types of diets: high
in forage (70%) and high in concentrate (70%), using an experimental design "Cross
-over ", for four days, in two different postpandrial schedules for each animal. The
extraction of RNA from the ruminal fluid samples was carried out individually (one
sample per sheep and schedule) and in pools (8 samples were collected in the term
of the 4 days of experiment for each lamb). Cell lysis was performed in a cellular
disruptor (Bead Bug, Benchmark Scientific) with 0.2 g glass beads (0.1 g 0.1 mm
and 0.5 mm diameter, respectively). RNA extraction was carried out with TRIzol
(Invitrogen) following the manufacturer's protocol for the individual samples;
whereas for the RNA extractions in pools, a second extraction with chloroform was
carried out. In the total RNA extracted, the concentration and integrity were
determined by spectrophotometry and electrophoresis in a 1.2% agarose gel. Once
the quality of the RNA was assessed, the samples were pooled by the type of diet,
thus resulting in 2 pols, one for the concentrate (C) and the other for forage (F). Both
RNA were processed with the Ribo-Zero Epidemilogy kit (RZ) from lllumina for the
removal of rRNA, which is based on magnetic beads and specific probes for the
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selection of eukaryotic and prokaryotic rRNA. These rRNA-free samples were
purified and concentrated with the RNA Clean and Concentrator kit (Zymo Research)
and then quantified by spectrometry. Finally, the synthesis of complementary DNA
(cDNA) with the enzyme retrotrancriptase (iScript Select, BIO-RAD) was performed,
and the product was quantified.

The proposed protocol in this thesis for the extraction of RNA from ruminal
microbiota is efficient and fast while obtaining RNA in sufficient quantity and quality
regardless of the type of diet. The purification of the total RNA with the Ribo-Zero Kit,
efficiently reduced the rRNA of the samples as deduced from the yield obtained of
RNA free of rRNA. This RNA could be used in the generation of a meta-
transcriptome as the synthesis of cDNA was not affected by the reduction of rRNA.

Key words: Molecular tools, ruminal microbiology, ddPCR, gPCR, 16S rRNA, 18S
rRNA.
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[.- INTRODUCCION

Los cambios en la alimentacién de los rumiantes alteran las poblaciones
microbianas ruminales y en consecuencia impactan en el desempefio productivo del
rumiante (Ishaq et al., 2017). El estudio de las comunidades microbianas ruminales
se ha realizado mediante métodos de aislamiento microbiolégico y recuento por
microscopia Optica. No obstante, el estudio de la microbiota ruminal era limitada
debido a que la mayoria de los microrganismos ruminales son anaerobios estrictos,
tienen necesidades de cultivo desconocidas y en consecuencia son incultivables
(Madigan et al., 2015). El estudio de comunidades microbianas complejas se realiza
mediante la secuenciacion de DNA o RNA. En la secuenciacion de RNA el analisis
de los transcritos totales de los genes expresados bajo una condicién dada en un
conjunto de organismos distintos entre si permite obtener un meta-transcriptoma. A
través de estudios meta-transcriptbmicos de la microbiota ruminal se ha
caracterizado la composicion y funcidon del microbioma del rumiante con la finalidad
de elucidar la relacién entre la microbiota ruminal activa y la eficiencia alimenticia
del animal (Li and Guan, 2017); asi como el analisis relativo de las poblaciones de
bacterias, protozoarios, hongos y arqueas del rumen (Elekwachi et al., 2017). A la
fecha los meta-transcriptomas de liquido ruminal (LR) se han realizado a partir de
RNA total, lo cual implica la obtencién de una cantidad abundante de secuencias
correspondientes al RNA ribosomal (rRNA), reduciendo drasticamente la cobertura
del mensajero (MRNA), que es el RNA de interés para estos estudios (Poretsky et
al., 2005). Por lo tanto, la capacidad de aislar y estabilizar muestras de RNA es muy
importante en la obtencion de resultados fieles y confiables con estos
procedimientos moleculares (Wang et al., 2011). Para maximizar la obtencién del
MRNA se requiere de protocolos que disminuyan al maximo la presencia del rRNA
bacteriano (16S y 23S) y eucaribtico (18S y 28S). Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacién es proponer un protocolo de extraccion de RNA total estandarizado
que funcione indistintamente de la dieta u origen de la muestra; asi como la
subsecuente eliminacion de rRNA para emplearlo como molécula molde en la
realizacion de un meta-transcriptoma.



II.- OBJETIVOS.

2.1 Objetivo general
Establecimiento de un protocolo de extraccion y purificacion de RNA libre de
RNA ribosomal (rRNA) de la microbiota ruminal para la generacion de un meta-

transcriptoma mediante RNA-Seq.

2.1.1 Objetivos especificos.
e Proponer y establecer un protocolo de extraccion de RNA total a partir de
muestras de contenido ruminal de ovinos para obtener RNA total de alta

calidad y en cantidad suficiente para su purificacién posterior.

¢ Eliminacion del RNA ribosomal mediante un kit de seleccion sustractiva para

los rRNA 16S 18S.



.- HIPOTESIS

Mediante la generacion de un protocolo para la extraccion y purificacion de
RNA total a partir de muestras de contenido ruminal sera posible establecer un
método para obtencion de RNA libre de rRNA para la realizaciéon de estudios

transcriptémicos y meta-transcriptomicos de la microbiota ruminal.



IV.- REVISION DE LITERATURA

4.1 Los rumiantes.

Los rumiantes son animales que por su naturaleza digestiva regurgitan el
alimento ingerido. La clasificacion taxondmica es dos subordenes: Tylopoda, y
Ruminantia, en este Ultimo se encuentra la familia Bovidae (Cobos y Shimada,
2015), la cual incluye a las subfamilias Bovinae y Caprinae, mismas que son
consideradas las de mayor importancia zootécnica (Wilson y DeeAnn, 2005).

La importancia de los rumiantes radica principalmente en que son una fuente
muy importante para la alimentacion humana ya que histéricamente se ha obtenido
de ellos productos como carne y leche, ademas de emplearse como animales de
tiro o con un valor religioso y de estatus (Hofmann, 1989). Sin embargo, la
produccién de rumiantes, por la naturaleza misma de su fisiologia, es una fuente de
gases de efecto invernadero (Henderson et al., 2015), por lo cual se ha acrecentado
el interés cientifico por estudiar al rumiante, su fisiologia digestiva y el ambiente
ruminal con mayor precision.

Los rumiantes son animales herbivoros caracterizados por el tipo de
digestion y porque no pueden producir las enzimas necesarias para degradar
polisacaridos complejos, como la celulosa y hemicelulosa de los forrajes fibrosos
que componen su dieta por si mismos (Relling y Mattioli, 2003). En su evolucion los
rumiantes desarrollaron la conformacion de su estbmago en cuatro compartimentos:
rumen, reticulo (reticulo-rumen), omaso y abomaso (Relling y Mattioli, 2003; Cobos

y Shimada, 2015). Estas caracteristicas anatomicas y en especial el rumen por su



microbiota, permitieron al rumiante adaptarse a distintos habitats y a diversas

fuentes forrajeras para su alimentacion y supervivencia. (Cheng et al., 1991).

4.1.1 -El rumen

El rumen realiza movimientos contractiles que facilitan la mezcla del alimento
ingerido con el liquido ruminal y la colonizacién de las particulas de alimento por los
microorganismos del rumen. Otra funcion es facilitar el eructo para la expulsion de
gases como metano (CH4) y dioxido de carbono (CO2) producidos por los
microrganismos durante la fermentacion de los alimentos y la regurgitacion (Relling
y Mattioli, 2003). La regurgitacién permite que las particulas grandes del alimento
sean reensalivadas, remasticadas y redeglutidas en el proceso de rumia antes de
ser fermentadas por la microbiota del rumen (Cobos y Shimada, 2015; Relling y
Mattioli, 2003).

El rumen alberga diversos microorganismos responsables de la
bioconversion de nutrientes que son una fuente de energia para los rumiantes (Das
y Qin, 2012). Estos microorganismos comparten caracteristicas como ser
anaerobios estrictos y por lo tanto no sobreviven cuando se exponen al oxigeno.
Las condiciones ambientales normales del rumen para el desarrollo de los
microorganismos son un potencial de oOxido-reduccion (redox) de 250 - 450
milivoltios (Yokoyama y Johnson, 1988), un potencial de hidrégeno (pH) de 5.5 a
7.0 (Krause y Oetzel, 2006), una presion osmotica de 280 mOsM (Church, 1974;
Owens y Goetsch, 1988; Castro- Montoya et al. 2011) y una temperatura de 39 — 40

°C (Church, 1974; Relling y Mattioli, 2003). Ademas, ciertos sustratos y nutrientes



proporcionados en la dieta favorecen las condiciones idoneas para el desarrollo de
comunidades microbianas complejas (Cheng et al., 1991). Esta microbiota ruminal
puede degradar los hidratos de carbono estructurales (celulosa, hemicelulosa y

pectinas) haciéndolos asimilables para el rumiante (Cheng et al., 1991).

4.2 Microbiota ruminal.

El consorcio microbiano en el rumen esta integrado por bacterias, arqueas,
protozoarios y hongos (Hobson y Stewart, 1997). Los microorganismos del rumen
fermentan el alimento formando como subproductos &cidos grasos volatiles (AGV),
los cuales son las principales fuentes de energia para el animal huésped vy, por lo
tanto, contribuyen significativamente a la productividad de los rumiantes (Hofmann,
1989). Ademas del alimento ingerido, el rumiante aprovecha a los microorganismos
como fuente de proteina al ser digeridos en el abomaso e intestino delgado
(Asplund, 1994).

Las poblaciones microbianas son alteradas por diversos factores como la
especie y la edad de los hospederos, el tipo de alimentacion o el uso de aditivos o
ambos. Inclusive la poblacion de arqueas y bacterias son afectadas por la region

geografica (Singh et al., 2012).

4.2.1 Microorganismos procariotas en el rumen.
4.2.1.1 Bacterias
Las bacterias son organismos procariotas, son el dominio mas abundante y

dominante del rumen vy, por lo tanto, hacen la mayor aportacion a la digestiéon y



conversion de alimentos a AGV y ademas son fuente de proteina (Hobson y Stewart,
1997). Estos microorganismos se pueden detectar en el rumiante desde los 2 a 4
dias postnacimiento (Cobos y Shimada, 2015). En rumiantes adultos la
concentracion de bacterias se estima en 1 x 10 a 1 x 10'? bacterias por mL liquido
ruminal (Mackie et al., 2000). Mediante técnicas de aislamiento e identificacion
microbiolégicas convencionales se han identificado cerca de 30 géneros y hasta
200 especies (McSweeney et al., 2005).

Por su distribucion dentro del rumen, las bacterias dentro del rumen se
clasifican en cuatro subgrupos.
1) Bacterias asociadas a liquidos. Normalmente son plancténicas, estan separadas
de las particulas de alimento y consumen alimento soluble (McAllister et al., 1994).
2) Bacterias asociadas al epitelio del rumen. Representan sélo el 1 % de la
poblacion bacteriana total del rumen (Czerkawski, 1986); sin embargo, éstas son
las bacterias mas diversificadas comparadas con las otras poblaciones presentes
(Malmuthuge et al., 2012).
3) Bacterias asociadas a eucariotas. Son bacterias adheridas a la superficie de
protozoarios en relacion simbibtica o a esporangios fungicos (Miron et al., 2001).
4) Bacterias asociadas a sélidos. Conformado por bacterias adheridas a particulas
de alimento, representan hasta el 75 % de la poblacion bacteriana ruminal y se
consideran las de mayor importancia por su actividad en la digestion de los

alimentos (Koike et al., 2003).

4.2.1.2 Arqueas



La mayor parte de las arqueas ruminales son metandgenas y pertenecen al
filo Euryarchaeota. En el rumen, los metandégenos representan menos del 1% de la
poblacion microbiana total y mantienen una relacion sinérgica con las bacterias y
una relacion simbiotica con los protozoarios (Wright y Klieve, 2011). EIl filo
Euryarchaeota es el mas estudiado en el rumen ya que comprende el grupo mas
grande de los metandgenos dentro del rumen (Paul et al., 2012).

Las arqueas metanogénicas del rumen utilizan el diéxido de carbono (CO2)
y el hidrogeno (Hz2) producido por otros microorganismos en el proceso de
fermentacién, para producir metano (CHas), un potente gas de efecto invernadero
(GEI) que estéa implicado en el calentamiento global (Janssen y Kirs, 2008). Se
considera que este gas contribuye de manera significante a las emisiones por
actividades antropogénicas globales de GEI (Ripple et al., 2014). Ademas, la
formacién de este metano en el rumen representa una pérdida del 2-12% de la

energia de alimentacion para el rumiante (Johnson y Ward, 1996).

4.2.2 Microorganismos eucariotas en el rumen
4.2.2.1 Protozoarios

Actualmente se conocen cuatro clases de protozoarios con base en su
locomocion: Rhizopoda por pseuddpodos, Sporozoa sin motilidad, Ciliophora
mediante cilios, y Mastigophora por medio de flagelos. De éstos solo los flagelados
y los ciliados habitan el rumen y se han identificado cerca de 30 géneros y 300
especies. Los protozoarios se alimentan principalmente de bacterias y segun la

especie pueden consumir de 700 a 16,000 bacterias por hora, ademas de consumir



protozoarios de menor tamafo. En el rumen los protozoarios representan hasta el
50 % de la biomasa total de microorganismos (Newbold et al., 2015),

Ciliados. Incluye dos 6rdenes: Trichostomatida y Entodinomorfida, esta Ultima es la
mas abundante y esta conformada por protozoarios de la familia Ophryoscolecodae:
Entodiniiae, Diplodiniinae, Epidiniinae, Opisthotrichinae y Ophryoscolecinae. La
concentracion es 1 x 10* a 10° células por mL de liquido ruminal (Cobos y Shimada,
2015). Su tamafio va desde 15 a 250 micras (Dehority, 2004).

Flagelados. Estos protozoarios no estan tan estudiados, y los géneros detectados
en el rumen son: Tritrichomonas, Tetratrichomonas, Pentatrichomonas, Chilomastix,
Monocercomonoides y Monocercomonas. Su concentracion es similar a las de los
ciliados, 1 x 10* a 10% protozoarios por mL de liquido ruminal con un tamario desde
4 a 12 micras. Estos microorganismos no poseen macronucleo y se alimentan de

bacterias por medio de fagocitosis (Cobos y Shimada, 2015).

4.2.2.2 Hongos.

Los hongos anaerobios son microorganismos que habitan el rumen y
empiezan a colonizarlo desde los 8 a 10 d de vida del rumiante y estdn en una
concentracion menor a 1 x 10* zoosporas por mL de liquido ruminal. Estos
organismos producen una amplia gama de enzimas incluyendo celulasas,
xilanasas, manasas, esterasas, glucosidasas y glucanasas que les permiten
penetrar en las paredes de células vegetales de los forrajes, liberan zoosporas que
se unen a los fragmentos de células vegetales donde se enquistan y después
germinan para producir un talo compuesto de rizoides y el esporangio, y colaborar

en la degradacién mecanica de la digesta (Puniya et al., 2013).



Hay cinco géneros en el rumen: Anaeromyces, Caecomices, Neocallimastix,
Orpiromyces y Piromyces (Callaghan et al., 2015), de los cuales el género
Neocallimastix es el mas estudiado y hay cuatro especies: Neocallimastix. frontalis,
N. hurleyensis, N. joyonii y N. patriciarum. Estos microorganismos representan
menos del 8 % de la masa microbiana del rumen. Su principal funcion es la
degradacion por hidrolisis de carbohidratos estructurales como celulosa y

hemicelulosa de los alimentos fibrosos (Cobos y Shimada, 2015).

4.3. Grupos funcionales de microorganismos ruminales.
4.3.1 Microorganismos proteoliticos.

Las bacterias ruminales que pueden degradar proteinas pertenecen a las
siguientes especies en el rumen: Bacteroides amylophilus, B. ruminicola,
Butyrivibrio fibrisolvens, y Streptococcus bovis. Sin embargo, también degradan
otros nutrientes contenidos en la digesta (Cobos y Shimada, 2015). Los productos

finales de su metabolismo son los AGVs y el amoniaco (Relling y Mattioli, 2003).

4.3.2 Microrganismos celuloliticos.

En el rumen, las bacterias y hongos participan en la degradacion de la
celulosa de los alimentos fibrosos. El intervalo 6ptimo de pH para su crecimiento
celular es entre 6 y 7. Las principales especies bacterianas celuloliticas en el rumen
son: Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens y Ruminococcus albus,
Butyribibrio fibrisolvens y Clostridium celulosolvens (Jalaludin et al., 1992; Cobos y

Shimada, 2015). Estas bacterias estan recubiertas con un glicocélix extracelular,
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gue les ayuda a adherirse a la celulosa. El producto final del metabolismo de estos
microorganismos son los AGVs, en especial el &cido acético (Relling y Mattioli,
2003).

El género Neocallimastix. frontalis aumenta su capacidad celulolitica al
encontrarse en asociacion con metandgenos como Methanobrevibacter smithii,
desde 16 % a 98 % la degradacion de este sustrato en estudios con co-cultivos de
estas dos especies (Cobos y Shimada, 2015).

Los protozoarios también tienen actividad celulolitica en el rumen, pero se ha
comprobado que esa capacidad es minima y no representa cambios importantes en

la digestion de la celulosa (Cobos y Shimada, 2015).

4.3.3 Microorganismos hemiceluloliticos.

La hemicelulosa es un carbohidrato estructural de la pared celular y
representa una cantidad significativa en la cantidad total de polisacaridos de los
forrajes que consume el rumiante. Esta hemicelulosa es degradada por los
microorganismos ruminales principalmente por algunas especies de bacterias y
hongos anaerdbicos (Cobos y Shimada, 2015).

Las bacterias predominantes que contribuyen en la actividad hemicelulolitica
en el rumen son: Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola, Ruminococcus
flavefaciens y Ruminococcus albus (Dehority, 2003). El producto final del
metabolismo de la hemicelulosa de estas bacterias son AGVs, en especial acido

acético (Relling y Mattioli, 2003).
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Los hongos contribuyen en la digestion de los alimentos fibrosos
enzimaticamente con las hemicelulasas y de manera mecénica, permitiendo la
disponibilidad de estos nutrientes para otros microorganismos (Cobos y Shimada,

2015).

4.3.4 Microorganismos pectinoliticos.

La pectina es el tercer carbohidrato estructural mas importante de los forrajes
y en el rumen es fermentado mas rapido que la celulosa y la hemicelulosa. Las
pectinas son ricas en acido galacturénico. Esta molécula al poseer carga otorga a
las pectinas una solubilidad que las hace casi completamente digestibles (Relling y
Mattioli, 2003). Las principales especies bacterianas que fermentan este
polisacarido en el rumen son: Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola,
Lachnospira multiparus, Succinivibrio dextrinosolvens, Fibrobacter succinogenes,
Treponema bryantii y Spirocheata spp (Zhou et al., 2013; Cobos y Shimada, 2015).
Estas bacterias producen acido acético como producto final del metabolismo de la

pectina (Relling y Mattioli, 2003).

4.3.5 Microorganismos amiloliticos.

En dietas altas en grano es necesaria la actividad de las bacterias amiloliticas
gue fermenten el almidén mediante el rompimiento de los enlaces glucosidicos. Esta
actividad en el rumen la realizan principalmente las siguientes especies: Butyrivibrio
fibrisolvens, Prevotella ruminicola, Fibrobacter succinogenes, Streptococcus bovis,

Ruminobacter amylophilus, Succinimonas amylolytica y Selenomonas ruminantium
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(Zhou et al.,, 2013). En general, las bacterias amiloliticas producen AGVs,
principalmente &cido propiénico (Relling y Mattioli, 2003). Sin embargo, en
condiciones con altos niveles de almidon en el rumen se favorece la proliferacion de
la especie Streptococcus bovis, la cual fermenta el almidén rapidamente y genera
acido lactico como producto final y en consecuencia hay una acidosis lactica en el
rumiante (Dehority, 2003).

Los protozoarios también pueden degradar pequefias particulas de almidon
al fermentar la glucosa contenida en el almidén y producen acetato, butirato, glicerol,

CO:2 e H2 (Cobos y Shimada, 2015).

4.3.6 Microorganismos ureoliticos.

Estas bacterias adquieren gran importancia ya que hidrolizan la urea en la
dieta de los rumiantes y producen CO2 y NHs, este ultimo es aprovechado por los
microorganismos para sintetizar sus aminoacidos (Relling y Mattioli, 2003). Las
principales bacterias que tienen capacidad ureolitica en el rumen son: Prevolella
ruminicola, Butirivibrio spp, Selenomonas sp. y Succinivibrio dextrinosolvens (Cobos

y Shimada, 2015).

4.3.7 Microorganismos lipoliticos.
Las bacterias ruminales encargadas de la degradacion de los lipidos de la
dieta son Anaerovibrio lipolytica, Butyrivibrio fibrisolvens, Eubacterium limosum,

Micrococcus spp y Treponema bryantii. (Cobos y Shimada, 2015). Estas bacterias
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producen acidos grasos libres y AGVs, especialmente propionato, como producto

final del metabolismo de las grasas (Relling y Mattioli, 2003).

4.4 Microorganismos metandgenos.

Los principales organismos metandgenos en el rumen estan clasificados
en tres ordenes: Methanobacteriales, Methanomicrobiales y Methanosarcinales
(Puniya et al., 2013).

El orden Methanobacteriales predomina en el ambiente ruminal (St-Pierre
y Wright, 2012), tiene las familias Methanothermaceae y Methanobacteriaceae, el
género Methanothermus corresponde a Methanothermaceae, y los géneros
Methanobacterium, Methanobrevibacter, Methanosphaera y Methanothermobacter
pertenecen a la familia Methanobacteriaceae, éstos son los mas abundantes y
estudiados en el rumen (Puniya et al., 2013). EI género Methanobrevibacter es el
mas abundante en el medio ruminal (Wright et al., 2008; King et al., 2011; St-Pierre
y Wright, 2012) e incluye a las especies: Mbr. smithii, Mbr. gottschalkii, Mbr. thaueri,
Mbr. ruminantium, Mbr. olleyae, Mbr. millerae, Mbr. wolinii, Mbr. woesei, y Mbr.
arboriphilus (Puniya et al., 2013).

El género Methanobacterium es menos abundante que el género
Methanobrevibacter en el rumen y esta conformado por M. aarhusense, M.
alcaliphilum, M. bryantii, y M. formicicum (Janssen y Kirs, 2008; St-Pierre et al.,
2012).

El  orden Methanomicrobiales lo conforman cuatro familias:

Methanoregulaceae, Methanospirillaceae, Methanocorpusculaceae y
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Methanomicrobiaceae. De estos s6lo Methanospirillaceae y Methanomicrobiaceae
se han identificado en el rumen (Singh et al., 2010). Methanospirillaceae y
Methanomicrobiaceae se diferencian de los demas metandgenos por tener
glicoproteinas en lugar de pseudomurinas en sus paredes celulares (Ferry y
Kastead, 2007). Aunque Methanomicrobiaceae no es la familia mas metandgena en
el rumen, se han identificado las especies Methanomicrobium movil y
Methanoculleus olentangyi en muestras ruminales (Wright et al., 2006; Williams et
al., 2009; Kumar et al., 2011).

El orden Methanosarcinales estd integrado por las familias
Methanosaetaceae y Methanosarcinaceae, esta Ultima incluye dos especies
Methanosarcina barkeri y Methanosarcina mazei que son las Unicas identificadas

en muestras ruminales. (Hook et al., 2010; Singh et al., 2010).

4.5 Relacién protozoario - metandgenos.

Algunos metandgenos estan asociados con los  protozoarios,
especificamente con los ciliados. Los protozoarios ciliados, contribuyen a la
metanogénesis mediante la transferencia de Hz a los metanégenos. Los
protozoarios se benefician de la eliminacién de hidrégeno que realizan las arqueas,
puesto que este hidrogeno acumulado causaria un efecto inhibidor sobre su

metabolismo. Las arqueas usan el Hz para reducir el C02 a CH4 (Paul et al., 2012).
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V HERRAMIENTAS MOLECULARES Y GENOMICAS PARA EL ANALISIS DE

COMUNIDADES MICROBIANAS COMPLEJAS.

5.1 Métodos moleculares para la identificacion de microorganismos.

Los meétodos de identificacion de microorganismos se clasifican en
microbiolégicos, bioquimicos y moleculares. Los métodos moleculares comprenden
técnicas basadas en el analisis y diferenciacion de DNA y RNA de las células
microbianas, sin la necesidad de que éstas se deben cultivadas (Spiegelman,
Whissell and Greer, 2005).

La microbiota ruminal se estudia mediante cuantificacién por microscopia
Optica de organismos ruminales cultivados en laboratorio, pero las condiciones
anaerobicas de cultivo dificultan el estudio de la mayoria de estos microorganismos
(Madigan et al., 2015). Los métodos moleculares basados en &cidos nucleicos son
muy sensibles y permiten un alto grado de especificidad. Ademas, el acido nucleico
obtenido puede ser clonado, secuenciado o amplificarse por la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) permitiendo inclusive la obtencion de informacion de
comunidades microbianas complejas (Spiegelman, Whissell and Greer, 2005). Por
lo tanto, la deteccidon y cuantificacibn de microorganismos basadas en &cidos
nucleicos para el gen 16S y 18S en procariotas y eucariotas respectivamente, ha
sustituido a los métodos convencionales utilizados anteriormente (Madigan. et al.,

2015).
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5.2 Los acidos nucleicos: DNA y RNA

Los acidos nucleicos son el DNA y el RNA; son las moléculas que gobiernan
el funcionamiento celular y estdn constituidos por polimeros lineales de nucleétidos
purinas (adenina, guanina) y pirimidinas (citosina, timina y uracilo) (Lodish et al.,
2016).
El DNA es un biopolimero bicatenario formado por las bases adenina, guanina,
citosina y timina. Esta molécula en su secuencia contiene la informacion para
sintetizar todas las proteinas requeridas por la célula y es la fuente de informacién
genética en todas las formas de vida conocidas, excepto en los virus de RNA. Puede
llegar a tener un tamafio de hasta 1 X 10° nucleétidos. La informacién almacenada
en el DNA se distribuye en unidades de herencia conocidas como genes y controlan
los rasgos identificables para cada organismo. La informacion del DNA es transcrita
al RNA (Lodish et al., 2016).

El RNA es un biopolimero monocatenario formada por adenina, guanina,
citosina y uracilo, con varias funciones como la de portar y expresar la informacion
genética, asi como una funcioén catalitica. Existen tres tipos principales de RNA: los

mensajeros, los ribosomales y los de transferencia (Nelson y Cox, 2000).

5.2.1 Tipos de RNA
5.2.2.1 RNA mensajero (mRNA)

El RNA mensajero, también llamado transcrito, es una secuencia
monocatenaria de nucleétidos que transporta la informacién de los genes

contenidos en la molécula de DNA en forma de codones o tripletes de bases que
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corresponden especificamente a un aminoacido (Mishra 2018). Este Unicamente
comprende alrededor del 5 % del total del RNA contenido en las células y es el tipo
de RNA mas heterogéneo, ya que varia en sus regiones codificantes. EIl mRNA fue
descubierto en 1960 por Sydney Brenner, Francois Jacob y Matthew Meselson
investigadores del Instituto de Tecnologia de California (Ullmann 2011).

Esta molécula generalmente tiene una longitud de 300 - 50,000 nucledtidos y varia
entre organismos procariotas y eucariotas. Este mRNA se sintetiza en el nucleo de
células eucariotas, pero en procariotas su sintesis se realiza directamente en el
citoplasma de la célula porque estas células no poseen un nucleo definido.

EI mRNA de varios procariotas y bacteriéfagos es policistrénico, mientras que
el de eucariotas es de naturaleza monocistronica (Mishra, 2018). Estructuralmente,
esta molécula est4 conformada por Cap, una regién no codificante, un codén de
iniciacion y una region codificadora. En organismos eucariotas el mRNA posee una
cola poli-A conformada por aproximadamente 30 adeninas la cual facilita el
transporte hacia el citoplasma, promueve la traduccién y protege de la degradacion
por accion de nucleasas. En cambio, en procariotas este segmento de poli-A esta
ausente (Shabalina et al., 2006). Esto ocasiona diferencias en la vida Gtil del mMRNA,
puesto que en células bacterianas los mMRNA pueden sobrevivir de segundos a mas
de una hora; en cambio el mMRNA de células de mamifero sobrevive intervalos de

tiempo desde varios minutos a dias (Mishra, 2018).

5.2.2.2 RNA de transferencia (tRNA)
Los tRNA son moléculas adaptadoras que participan en la traduccion del

MRNA a proteina al acoplarse con fidelidad a cada codon mediante un anticodon,
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el cual corresponde a un aminoacido especifico. Este tRNA transporta los
aminoacidos al ribosoma donde éstos son incorporados a la cadena polipeptidica
en crecimiento durante la sintesis de las proteinas (Nelson y Cox, 2000).
Estructuralmente estos RNA tienen estructura secundaria con forma de bucles, esta
conformado por aproximadamente 70 a 90 nucleétidos y ocupan el 15% del RNA

total (Nelson y Cox, 2000).

5.2.2.3 RNA ribosomal (rRNA)

El RNA ribosomal (rRNA) es la molécula principal que conforma a los
ribosomas y por lo tanto son la forma més abundante de RNA al tener una funcién
estructural y catalitica, constituyendo aproximadamente del 95 al 98% del total de
RNA (Benes, Blake and Doyle, 2011; Peano et al., 2013).

En los ribosomas de organismos eucarifticos estan presentes cuatro
moléculas de rRNA: 18S conforma la subunidad menor y el 5.8S, 28S y 5S la
subunidad mayor. En los organismos procariotas la subunidad menor del ribosoma
contiene una molécula Unica denominada rRNA 16S, mientras que la subunidad
mayor contiene una molécula de 23S rRNA y otra 5S rRNA (Ramakrishnan y Moore,
2001)

El gen que codifica para el rRNA es el gen mas conservado en todas las
células. Por tal motivo, los genes que codifican para el rRNA (rDNA) son utilizados
para la identificacion taxondmica de organismos, principalmente los espaciadores
transcritos internos (ITS del inglés Internal Transcribed Spacer). Estos
corresponden a secuencias de DNA que separan los genes que codifican para los

rRNA 28S, 5.8S y 18S en eucariotas y, por lo tanto, su grado de conservacion es
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menor al grado que pueden ser especificos por especie (Dlugosz y Wisniewski,

2006).

5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (del inglés Polymerase Chain
Reaction) fue descrita y utilizada por primera vez por Saiki et al. (1985). Con la PCR
puede amplificarse cualquier secuencia de acido nucleico presente en una muestra
mediante la repeticion de un determinado nimero de ciclos que genera un gran
namero de copias idénticas que luego se pueden analizar (Spiegelman et al., 2005;
Kubista et al., 2006). En ecologia microbiana del rumen, la técnica de PCR se ha
utilizado para demostrar la diversidad de taxas de microorganismos aun no
cultivados, como los hongos anaerobios (Edwards et al.,, 2017), protozoarios

ciliados (Newbold et al., 2015), bacterias y arqueas (Li and Guan, 2017).

5.3.1 Componentes y etapas de la PCR.

La PCR se puede considerar como la replicacion in vitro del DNA. Esta
técnica utiliza una muestra de DNA de doble cadena de la cual se quiere amplificar
un fragmento mediante una enzima DNA-polimerasa resistente a la temperatura
(originalmente procedente de Thermus acuaticus (Taq)) capaz de generar una copia
de DNA a partir del DNA molde, cofactores de la polimerasa como cationes
divalentes normalmente en forma de cloruro de magnesio (MgClI2), los dNTPs

(desoxinucleodtidos trifosfo), y un par de oligonucleétidos de 15 a 27 nucledétidos,
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especificos del gen o de la secuencia de interés (Madigan. et al., 2015; Lodish et
al., 2016).

El ciclo de PCR consta de tres etapas: desnaturalizacion, hibridacion y
elongacion. El inicio es con la desnaturalizacion que se realiza por calor a 95 °C y
el DNA de doble cadena se separa en hebras simples. La segunda etapa es la
hibridacién y consiste en una disminucion de la temperatura que oscila de 50 a 65
°C, lo cual permite que los oligonucleétidos sintéticos se unan de manera
complementaria y especifica a los extremos 3" del DNA de interés en la hebra de
DNA sencilla. La fase final es la elongacién o extension donde la enzima polimerasa
incorpora nucleotidos complementarios desde el extremo 3’ libre de la region en que
han hibridado los oligonucleétidos sintéticos. La temperatura esta fase depende de
la DNA polimerasa utilizada; si se usa Taq polimerasa la temperatura de elongacién

empleada normalmente es 72 °C (Lodish et al., 2016).

5.4 Tipos de PCR.

5.4.1 PCR

La PCR es una técnica que generar un gran numero de copias de un
fragmento de DNA como producto final a través de sus repetidos ciclos de
amplificacion (Kubista et al., 2006). Sin embargo, como técnica analitica, el método
de PCR original tiene algunas limitaciones o desventajas en el amplificado de las
secuencias de DNA y el andlisis del producto, ya que la cuantificacion es
extremadamente dificil debido a que la PCR da lugar a la misma cantidad de

producto, independiente de la cantidad inicial de moléculas patrén de DNA
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presentes en una muestra (Kubista et al., 2006). Para superar estas limitaciones
actualmente hay otros métodos derivados de la PCR, tales como g-PCR y la PCR

digital por gotas que proporcionan mayor precision.

5.4.2 PCR tiempo real

También conocida como PCR cuantitativa o qPCR, es una herramienta de
andlisis cuantitativo de 4cidos nucleicos desarrollada por Higuchi et al. (1992), y es
un refinamiento de la PCR original desarrollado por Kary Mullis (Kubista et al., 2006).
Sus ventajas son la sensibilidad, la velocidad de andlisis, la deteccion en tiempo
real del progreso de la reaccion y la cuantificacion precisa del material examinado
de manera simultdnea (Gachon et al., 2004; Kubista et al., 2006).

Esta técnica se caracteriza por la cuantificacion de la amplificacion del DNA
en tiempo real y controlada durante la reaccion mediante la deteccion de
fluorescencia (Holland et al., 1991; Higuchi et al., 1992; Kubista et al., 2006), ya que
esta fluorescencia es proporcional a la cantidad de amplicones de DNA generado y
se registra al término de cada ciclo o en un momento especifico (Kralik and Ricchi,
2017). Los usos tipicos de la PCR en tiempo real son diversos: el andlisis de
expresion génica, la deteccion de patdgenos, el analisis de polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP) y la deteccion de proteinas mediante inmuno PCR en tiempo real
(Kubista et al., 2006). Esta técnica es de gran utilidad principalmente en las areas
de diagndstico clinico, veterinario y en la onovuidad de los alimentos, asi como en
la identificacién de microorganismos (Kralik and Ricchi, 2017). Pero este método

tiene la desventaja de carecer de precisién con cantidades muy pequefias de DNA
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molde (Kralik and Ricchi, 2017). Ademds, para la cuantificacion en qPCR se
necesita una curva estandar con concentraciones conocidas del DNA objetivo para
transformar los valores de salida de gPCR, los ciclos de cuantificacion (Cq), en
valores de concentracion reales (copias objetivo yLt) (Cankar et al., 2006). Ante
esta situacion, se han desarrollado adecuaciones que mejoran la eficiencia del
proceso en cuanto la limitante de precision y a la cantidad inicial de la muestra, y

esta técnica se denomina PCR digital dPCR o por gotas (ddPCR).

5.4.3 PCR digital; PCR digital en gotas (dPCR; ddPCR).

La PCR digital tiene como principio fundamental, al igual que otros métodos
basados en PCR, incluida la PCR cuantitativa (qPCR), la amplificacion especifica
de los acidos nucleicos y tiene el potencial de mejorar las limitaciones de la gPCR
(Gutiérrez-Aguirre et al., 2015). La caracteristica que distingue a la dPCR es la
separacion de la mezcla de reaccién en miles y millones de particiones y una
deteccidn posterior en tiempo real o punto final de la amplificacion (Gutiérrez-Aguirre
etal., 2015). La distribucion de las secuencias objetivo en las particiones se describe
mediante la distribucion de Poisson, lo cual permite una cuantificacion precisa y
absoluta de las amplificaciones a partir de la relacion de particiones positivas en
comparacion con el total al final de la reaccion (Gutiérrez-Aguirre et al., 2015). Esta
técnica evita la necesidad de utilizar materiales de referencia con concentraciones
objetivo conocidas y aumenta la precision de la cuantificacion aun a bajas
concentraciones de la molécula blanco en comparacién con gPCR, en la cual la

limitante radica en la cantidad inicial del DNA inicial (Gutiérrez-Aguirre et al., 2015).
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En esta técnica al dividir la mezcla de reaccion en millones de particiones (también
llamadas gotitas), por probabilidad una fraccién de estas particiones esta ocupada
por una a pocas copias del DNA objetivo y otra fraccion de gotas permanece libre
del DNA blanco. Asi, al término de la amplificacion se cuantifican los
compartimentos 0 gotas positivas y negativas, y se obtiene la concentracion
absoluta de las copias objetivo en la muestra inicial sin la necesidad de ningun
estandar (Dube et al., 2008). En dPCR, el numero de positivos y negativos se
cuantifica al terminar la amplificacién por PCR vy, por lo tanto, el resultado final es
independiente de las variaciones en la eficiencia de amplificacion por PCR y, por lo
tanto, este método es mas preciso, repetible y menos propenso a variaciones
(Huggett et al., 2013), ademas de ser mas resistente a inhibidores de la reaccién de
PCR (Morisset et al 2013; Racki et al 2014).

Existen instrumentos y equipos disponibles, como Fluidigm Corporation, que
ofrece una compartimentalizaciéon basada en chips de microfluidos que da como
resultado cientos o miles de compartimentos; sin embargo, a la fecha Bio-Rad
(Hercules, CA) y RainDance (Lexington, MA ) ofrecen tecnologia en la cual la
compartimentacién esta basada en emulsiones que pueden generar desde decenas
de miles y hasta millones de gotas con sistemas como el QX100 y QX200 ambos
de Bio-Rad y el RainDrop® System de RainDance. Esta tecnologia ha contribuido
a mejores resultados en la investigacion principalmente de patologia en plantas.
(Gutiérrez-Aguirre et al., 2015). Otra aplicacibn de esta tecnologia es la
cuantificacion de RNA, el cual se puede medir usando una transcripcion inversa en
un solo paso: ddPCR (RT-ddPCR) (Racki et al 2014), ademas de las aplicaciones

gue ya se realizan con la gPCR.
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5.5 Identificacion molecular mediante amplificacién de los genes 16S 'y 18S.
Actualmente la identificacidn de microorganismos, incluyendo los rumiantes
se ha realizado con la técnica de PCR mediante el uso de los genes 16S rRNA para
las poblaciones bacterianas (Kang et al., 2009; Neves et al., 2017; Zhang et al.,
2017) y de arqueas (Li and Guan, 2017; Neves et al., 2017), mientras que para la
identificacion de protozoarios ciliados del rumen se han utilizado los genes que
codifican para el 18S rRNA (Zhang et al., 2017; Ishaq et al., 2017). De igual manera
se realiza la deteccion y cuantificacion de hongos anaerdbicos ruminales con las
secuencias parciales e intergénicas del gen que codifica para el 18S rRNA fangico

(Edwards et al., 2017; Zhang et al., 2017; Ishaq et al., 2017).

5.6 Transcriptoma.

Un transcriptoma es el analisis de todos los transcritos del genoma de un
organismo en un momento determinado y por lo tanto especifico de una condicién;
es decir una fotografia que muestra la expresién de genes metabdlicamente activos
en una condicién fisiolégica. Se considera transcriptoma si se trata de un solo
individuo o de un grupo de individuos semejantes como grupos bacterianos
genéticamente iguales. El transcriptoma describe o refleja la expresion génica activa
del organismo en estudio mediante la cuantificacion de transcritos para comprender
su actividad e inferir metabolismos (Edwards et al., 2017).

Las técnicas transcriptomicas aplicadas a estudios de microbiologia del

rumen podrian mejorar el conocimiento del microbioma ruminal vy
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consecuentemente ayudar a la comprension de la estructura de poblaciones
microbianas del rumen, su actividad metabdlica y su potencial metabdlico (Wallace

et al., 2017).

5.7 Metatranscriptoma de poblaciones microbianas complejas.

El metatranscriptoma es la secuenciacion y analisis de los transcritos totales
de los genes expresados bajo una condicion dada en un conjunto de organismos
distintos entre si, 0 al conjunto de transcriptomas de organismos presentes un una
sola muestra en estudio. Los metatrascriptomas se utilizan para dilucidar la funcién
de los microrganismos activos en el medio ambiente, especialmente las
comunidades microbianas no cultivables, y de éstas se obtiene un perfil funcional
(Aguiar-Pulido et al., 2016). Lo anterior mediante el gen 16S rRNA hace posible la
exploracién de comunidades y ecosistemas heterogéneos en condiciones naturales
y experimentales, se genera informacion de la diversidad y funciones de la vida
microbiana, asi como la relacion entre las comunidades microbianas y su interaccion
con los estados fisiologicos de los sistemas bioldgicos relacionados (Elekwachi et
al., 2017).

Hay estudios metatranscriptdmicos de microorganismos en muestras de
saliva y heces de humano (Franzosa et al., 2014); en comunidades microbianas de
plantas termdfilas generadoras de biogas (Maus et al., 2016, Hassa et al., 2018);
en comunidades eucarioticas de suelo (Martin and Walker, 2016); en
microorganismos de fuentes hidrotermales (Sogin et al., 2006); en analisis de la

fermentacidén microbiana de proteinas de la leche dietética en ratones (Hugenholtz
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et al.,2018); y en comunidades de bacterioplancton marino y de agua dulce

(Poretsky et al., 2005).

5.8 Metatranscriptomas de microorganismos ruminales.

Los metatrascriptomas la produccion de rumiantes se han realizados para
comprender la importancia de la microbiota ruminal en la degradacién de los
alimentos (Dai et al., 2015; Li and Guan, 2017), las interacciones entre grupos
microbianos y para entender la funcion de estos microorganismos en la formacién
del CH4 (Neves et al., 2017). En investigaciones con rumiantes también se han
realizado estudios metatranscriptomicos para: la identificacion filogenética de
arqueas y bacterias (Neves et al., 2017); el andlisis filogenético de grupos
bacterianos enfocados en bacterias degradadoras de proteina (Kang et al., 2009; la
identificacion de genes de bacterias relacionados con la degradacion de
polisacaridos de la pared celular vegetal (Dai et al., 2015); el andlisis de la
diversidad de los microorganismos eucariotas que degradan la pared celular de las
plantas (Qi et al., 2011). Con los estudios metatranscriptdmicos de la microbiota
ruminal se pretende caracterizar la composicion y funcién del microbioma activo del
rumiante (Elekwachi et al., 2017) con la finalidad de elucidar la relacién entre la
microbiota ruminal activa y la eficiencia alimenticia del rumiante (Li and Guan, 2017).

Los metatranscriptomas de liquido ruminal provienen de muestras de RNA
total, lo cual implica la obtenciéon de una cantidad abundante de secuencias de
transcritos correspondientes al rRNA y se reduce drasticamente la cobertura del
MRNA, que es el RNA de interés de los estudios transcriptomicos (Poretsky et al.,

2005). La capacidad de aislar y estabilizar muestras representativas de RNA es muy
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importante en la obtencion de resultados fieles y confiables con estos
procedimientos moleculares (Wang et al., 2011), en particular los transcriptomicos.
Por lo tanto, para maximizar la obtencién del mRNA se requieren protocolos que
disminuyan al maximo la presencia del rRNA bacteriano (16S y 23S) (Stewart et al.,

2010) y también el rRNA de eucariontes (18S y 28S).

5.9 Implicaciones en la extraccién de RNA total

Los estudios transcriptbmicos y metatranscriptdmicos se utilizan para
dilucidar la funciéon de los microorganismos en distintos ambientes que por su
naturaleza resultan dificiles de estudiar. Para lo anterior es importante contar con
RNA en cantidad suficiente y de calidad. Uno de los procesos que mas influye en la
calidad del RNA de muestras es el método de lisis celular. Para muestras de liquido
ruminal hay varias maneras de lisar las células: la lisis enzimatica, la cual consiste
en el rompimiento de la célula con lisozima; la disrupcidn mecanica mediante “Bead
Beating” con la utilizacion de cantidades pequefas de perlas de vidrio o zirconio de
diametros inferiores a 1 mm; y la lisis quimica con el reactivo Trizol o semejantes
derivados del tiocianato de guanidino con agitacion en vortex (Kang et al., 2009).

En muestras de contenido ruminal, el reactivo Trizol basado en el método de
guanidino-fenol-cloroformo (Chomczynski and Sacchi, 2006; Béra-Maillet et al.,
2009; Kang et al., 2009; Wang et al., 2011) es el mas usado para la lisis celular y
extraccion del RNA y mantiene esta molécula estable (Elekwachi et al., 2017). Sin

embargo, a la fecha no hay consenso para la utilizacibn de un protocolo
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estandarizado para la extracciéon de RNA en cantidad y calidad suficiente para su

posterior eliminacion del rRNA y empleo en ulteriores estudios trascriptomicos.

5.10 Enriquecimiento de transcritos mediante eliminacidén de rRNA.

Para permitir la deteccion eficiente de los transcritos, los rRNA generalmente
se eliminan del RNA total, ya sea por seleccion positiva de poliA + o por eliminacion
de rRNA (seleccion negativa) antes de la secuenciacion (Zhao et al., 2018).

En microorganismos eucariotas el método de seleccibn comunmente
empleado es por poli-A mediante el oligo-dT, el cual selecciona s6lo el mMRNA. En
muestras de liquido ruminal se ha seleccionado por este método el mMRNA para la
identificacion de hongos anaerdbicos y con resultados exitosos al momento de la
secuenciacion (Wang et al., 2011; Elekwachi et al., 2017). En contraste, la mayoria
del mMRNA bacteriano no esta poliadenilado y, por lo tanto, no puede aislarse usando
la seleccion de oligo-dT como ocurre en organismos eucariotas (Giannoukos et al.,
2012). Para el enriquecimiento de RNA no ribosomal, el kit Ribo-zero Gold (lllumina)
ha demostrado una eliminacion eficiente del rRNA citoplasmatico y el rRNA
mitocondrial de muestras integras y degradadas de células de mamifero (Benes,
Blake and Doyle, 2011). También se ha mostrado que es posible enriquecer los
perfiles de expresion hasta 40 veces para transcritos que no son rRNA en tres
especies bacterianas cultivadas y en muestras de heces de humanos eliminando
los rRNA con la utilizacion de este mismo kit (Giannoukos et al., 2012).

Otros kits de eliminacion del rRNA, son: el MICROBExpress (Invitrogen™) y
el kit Ovation® (NUGEN) los cuales permitian enriquecer los perfiles de expresion

de 10 a 205 veces, respectivamente, en comparacion con el RNA total de células
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bacterianas, mientras que la utilizacibn combinada de estos dos kits aumenta el
enriguecimiento de los transcritos hasta 238 veces (Peano et al., 2013).

En células eucariotas de cerebro de ratén se ha demostrado una mayor
deteccion de transcritos tras la secuenciacion por RNA-seq tras la eliminacion de
rRNA de muestras de RNA total con el kit Ribo-Minus (Invitrogen) reflejado en

comparacion del método poli-A (Cui et al., 2010).
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VI MATERIALES Y METODOS.

Materiales de la etapa experimental y recoleccién de LR

Animales y manejo.

Alimentos: Los ingredientes de las dietas fueron maiz quebrado, avena
acicalada, rastrojo de maiz, melaza, minerales y carbonato de calcio (Union
Tepexpan, estado de México).

Material: Canula de taygon rigido 4 cm de diametro, jaulas metalicas de 1.4
m x 1.4 m, comederos metalicos, bebederos con capacidad de 18 L aserrin
y viruta.

Farmacos: Desparasitante Ivermectina (Ilverful F®** ARANDA) y vitamina ADE
(ADE MAX®).

Material de asepsia: Jabon, azul de metileno.

Recolecciéon y conservacion de muestras de liquido ruminal.

Termos con capacidad de Y2 galon, vasos de precipitados de 200 mL,
recipiente de peltre de 10 L, tela tipo manta de cielo, puntas para
micropipetas, micro pipetas de 200 pL a 1000 yL ACROSS PRO (OHAUS),
manguera de latex, jeringa de 50 mL, tubo de plastico con base redonda,
tubos Corning estériles de 2.0 mL nuevos, bolsas de polipapel, gradillas y
conexiéon "T” de plastico.

Material quimico: Etanol al 80 %, agua destilada, nitrégeno liquido.

Material biolégico: Borregos machos adultos raza Dorset con peso de ~80 kg
y liquido ruminal.
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- Equipo: parrilla eléctrica, autoclave, ultracongelador 88000 SERIES (Thermo

Scientific).

Materiales utilizados en biologia molecular: Todos los materiales se

esterilizaron por calor himedo con una autoclave (a 120 °C y 15 Ib de presion
durante 15 min) o por calor seco con un horno (250 °C durante 12 h).
Tubos microcentrifugo 2ml, 1.5, 0.5 y 0.2 mL (Axygen® o Nest), tubos
microcentrifugo con tapa de rosca 2 mL punta plana (CORNING®), tubos
microcentrifugo con tapa de rosca y base coénica (ThermoScientific), puntas para
micropipeta estériles de 0.01, 0.2 y 1 mL (NEST®), perlas de vidrio (0.5 mm-1 mm)
Benchmark scientific, micropipetas ACROSS PRO (OHAUS), frascos con tapa de
rosca, guantes de latex y de nitrilo (NEST®).

Reactivos y soluciones utilizados en biologia molecular: Todas las
soluciones para el trabajo con RNA se trataron con DEPC segun Molecular cloning
(Sambrook and Russel, D, 2000).

TRIzol (Invitrogen o ThermoFisher), cloroformo (SIGMA-ALDRICH),
isopropanol (SIGMA® Life Sience), etanol al 75 % y etanol 100 % grado biologia
molecular (SIGMA), agarosa (NORGEN, BIOTEK CORP), marcador molecular
GeneRuler 100 pb Plus DNALadder, ready-to-use (Thermo Scientific), GeneRuler 1
kb Plus DNALadder, ready-to-use (Thermo Scientific), loading buffer Dye DNA 6X,
Buffer 1X (TAE, ver apéndice 3) y agua libre de nucleasas, retrotrancriptasa (iScript
Select, BIO-RAD), kit RNA Clean and Concentrator (Zymo Research), Ribo-Zero

epidemiology (lllumina) y Syber Safe (Invitrogen).
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Equipo utilizado en biologia molecular: Microcentrifuga refrigerada
(Heraeus fresco Thermo Fisher)), disruptor celular (Bead Bug, Benchmark
Scientific), vortex (BIO-RAD), balanza analitica (Ohaus), ultracongelador (Revco®
Thermo Scientific), espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™),
camaras de electroforesis y fuente de poder (Bio-Rad), fotodocumentador

ChemiDoc MP System (Bio-Rad), horno de microondas convencional.

6.1 Ubicacion

El experimento se realiz6 en el Colegio de Postgraduados campus
Montecillo, Texcoco, Estado de México ubicado geograficamente a 19° 29”27” N,
98° 53” 27” O y una altitud de 2241 msnm. El clima es templado semi seco y con
precipitacion de 632.5 mm/anual, siendo en el verano el 95% de las lluvias y el otro
5% durante el invierno. La temperatura promedio anual es de 15.2°C (Garcia, 2004).
Las extracciones, cuantificacién y analisis de acidos nucleicos, se realizaron en el
Laboratorio de Biologia Molecular y Gendmica Funcional y el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal del Colegio de Postgraduados Campus Campeche, ubicado en
Sihochac, Champotén, a 19°29°53.27” Ny 90° 32" 45.39"" O a 19 msnm. Con clima

calido subhimedo con temperatura media anual de 26°C.

6.2 Borregos y manejo

Los borregos utilizados en este experimento se manejaron y cuidaron con
apego a la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999 para animales de
experimentacion. Se utilizaron cuatro borregos adultos de la raza Dorset, con un

peso vivo al inicio del experimento de 80 kg + 3.0 kg, con canula de taygon rigido
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de 4 cm de didmetro interior colocada en el saco dorsal del rumen. Antes de iniciar
el experimento los borregos se desparasitaron con lvermectina 1 mL 50 kg PV via
subcutinea) y se les suministrd vitaminas ADE (2 mL por animal via intramuscular).
Durante el experimento los animales se alojaron en jaulas individuales de reja
metélica de 1.4 m x 1.4 m con cama de paja, ubicadas en el 4rea experimental de
jaulas metabdlicas del campus Montecillo. Durante el periodo de investigacion los

borregos tuvieron agua ad libitum.

6.3 Tratamientos.

Los borregos se alimentaron con una raciéon de 1.77 kg d-X. Los tratamientos
fueron: una dieta con 70 % de concentrado y otra con 70 % de forraje (avena
achicalada, rastrojo de maiz) denominadas dieta C y dieta F, respectivamente. Las
dos dietas eran isoproteinicas de acuerdo con los requerimientos sugeridos por

NRC (2000) para borregos machos adultos en etapa de mantenimiento.

6.3.1 Caracterizacion de las dietas

La caracterizacion nutricional de las dietas evaluadas se realiz6 en el
Laboratorio de Nutricion Animal del programa en Ganaderia del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo mediante el andlisis bromatoldgico, en el cual se
determind el porcentaje de materia seca (MS), proteina cruda (PC), extracto etéreo
(E.E), y cenizas (A.O.A.C, 2005). Ademas, se determind el contenido de fibra
detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA) (Van Soest, 1993) (ver
apéndice 2) Los ingredientes y la composicién nutricional de las dietas se muestran

en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Conformacion de las dietas. C (70 %-30 % de concentrado y forraje) y

dieta F (30 %-70 % forraje y concentrado) y su composicion nutricional.

Ingrediente Dieta C (%) Dieta F (%)
Maiz quebrado 61 21
Avena achicalada 17 47.5
Rastrojo de maiz 13 22.5
Melaza 6 6
Minerales 2 2
Carbonato de calcio 1 1
Composicion nutricional de las dietas % %
MS 90.54 91.37
Proteina 6.58* 6.17*
FDN 37.75* 71.47*
FDA 17.65* 32.10*
Cenizas 5.86* 7.47*
E.E 3.60* 2.22*

* Porcentaje de nutrientes en base seca.
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6.3.2 Procedimiento experimental.

Los periodos experimentales fueron dos (1 y Il) y cada uno dur6 20 d, con
dos grupos de dos borregos en un disefio experimental de Cross-over (cruzado).
En la etapa uno, los borregos del grupo | se alimentaron con la dieta C, y el
grupo Il se alimento con la dieta F, con la siguiente distribucion en el tiempo: del dia
1 al 5 para la adaptacion a las dietas, del dia 6 al dia 15 para el consumo de las
dietas C y F por sus respectivos grupos, y del dia 16 al dia 19 para recolectar
muestras de liquido ruminal. Del dia 20 al dia 24 se alimentaron con la misma dieta
con 10 % de inclusién ascendente de la segunda dieta en cada alimentacion, para
ambos tratamientos antes de iniciar la siguiente etapa.
En la etapa dos, se alimento al grupo | con la dieta F y el grupo Il con la dieta
C, con la siguiente distribucién: del dia 25 al dia 34 para el consumo de las dietas,
por sus respectivos grupos, y del dia 35 al 38 se realizd la recoleccion de liquido

ruminal.

6.3.3 Horarios de recoleccion de LR.
Los borregos se alimentaron cada dia, a las 07:00 y 19:00 h. El muestreo se
realizé durante los ultimos cuatro dias de cada periodo de alimentacién. Los horarios

de muestreo se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Distribucion de horarios postprandial para el muestreo de liquido ruminal.

Dia Hora 1 Hora 2

1 8:00 14:00
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2 9:30 15:30

3 11:00 17:00

4 12:30 18:30

6.4 Recoleccion y conservacion de liquido ruminal.

Previo a la recoleccion del liquido ruminal se limpiaron superficialmente
cuatro termos con capacidad de %2 galon y cuatro vasos de precipitados de 200 mL
con etanol al 80 % para desinfectarlos de microorganismos presentes. Después se
calentaron 2 L de agua destilada en un recipiente limpio usando parrilla eléctrica
para acondicionar la temperatura de los termos entre 37-39 °C, similar a la
temperatura del rumen. Con calor humedo se esterilizé la tela tipo manta de cielo y
puntas para micro pipeta de 1000 uL en una autoclave a 120°C por 15 min. El
borrego se inmovilizé con un bozal para facilitar su manipulacion y evitar accidentes.
La canula del borrego con cuidado con agua tibia para evitar contaminacion. El
tapon de la céanula se retir6 y se mantuvo en agua caliente para facilitar su
colocacion al final del muestreo. Después se deseché el agua de los termos para
depositar el liquido ruminal extraido a través de la canula, por la cual se introdujo la
sonda de manguera de latex conectada con una jeringa de 50 mL en un extremo y
con un tubo de plastico perforado en el otro extremo, haciendo contacto con la parte
liquida del contenido ruminal. Una vez introducida la sonda se succion6 con la
jeringa desde el otro extremo y otro de los tres extremos se coloc6 dentro del termo
tibio vacio para depositar aproximadamente 100 mL del liquido ruminal. Ya

terminada la recoleccion los termos se taparon herméticamente para evitar la
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pérdida de temperatura y la oxigenacion de la muestra. Finalmente se lavo la canula
y se colocé el tapon para liberar al borrego muestreado. La muestra de liquido
ruminal se traslado al Laboratorio de Nutricion Animal del Programa en Ganaderia
del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo para dosificar en tubos
microcentrifugos de 1.5 mL y sucongelacion y almacenamiento a -80°C.

La muestra de contenido ruminal se filtr6 a través de una tela tipo manta de
cielo doblada en cuatro capas para retener particulas de alimento y se recolecté en
un vaso de precipitados desinfectado. Después se colocaron 0.8 mL del liquido
ruminal muy homogéneo en tubos de rosca de 2.0 mL (Corning), los cuales
contenian 0.2 g de perlas de vidrio (Benchmsrk scientific) de 0.1 mm y 0.5 mm de
diametro, respectivamente, y de inmediato se congelaron en nitrégeno liquido
durante 1 min para conservar las células hasta el momento de extraccién. Las
muestras congeladas se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento. En total se
obtuvieron cinco muestras de 0.8 mL de cada borrego por cada horario de recolecta

postprandial.

6.5 Inactivacion de RNAsa.

El agua utilizada para las soluciones y buffers se trataron con DEPC al 1 %,
se agitdé con vigor y después de una noche de reposo se esteriliz6 15 min en
autoclave a 15 Ib (121.5 °C) para inactivar el DEPC.

Toda la cristaleria utilizada se esterilizé por calor seco a 250 °C durante 8 h.
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6.6 Extraccion de RNA.

Las muestras se guardaron durante aproximadamente cuatro meses a 80 °C
hasta el momento de extraccion de &cidos nucleicos. La extraccion de RNA del
liguido ruminal se realizd conjuntado en un “pool” las muestras colectadas en los
ocho horarios postprandial. La recoleccion se realizdé de esta manera para evitar
gue los resultados en las poblaciones microbianas estuvieran sesgados por el factor
tiempo.

Previo a la descongelacion de la muestra, se colocaron 0.2 g de perlas de
vidrio estériles (0.1 g de 0.5 mm y 0.1 mm respectivamente) y 850 uL de reactivo
TRIzol por cada 400 uL de muestra en un tubo (2 mL) de tapa de rosca estériles de
fondo coénico. Las 8 muestras en hielo se descongelaron y se adicion6 500 uL de
reactivo TRIzol a cada unay reposaron en hielo durante 5 min. De cada una de las
8 muestras de liquido ruminal descongelada se colocaron 50 puL en 5 tubos con
perlas y reactivo TRIzol y se mezclé con vortex. Los tubos con las muestras se
colocaron en el disruptor celular Bead Bug (Benchmark Scientific) y se lisaron las
células a maxima velocidad (400 rpm) durante 3 min. Las muestras lisadas se
colocaron en hielo durante 3 min y reposaron 3 min a temperatura ambiente.
Después se agregaron 0.2 vol de cloroformo frio por cada mL de reactivo TRIzol
usado en la lisis celular (220 yL) y se mezclé vigorosamente con vortex, los tubos
se incubaron de 2 a 3 min a temperatura ambiente del laaboratorio (25 °C) y se
centrifugaron 15 min a 12,000 g a 4 °C y el resultado fue una fase superior incolora,
una interfase y una fase inferior organica. La fase acuosa se transfirio a un tubo
microcentrifugo de 1.5 mL estéril en la cual se realiz6 una segunda extraccion con

0.2 volumenes de cloroformo frio y la fase acuosa se reolecté de nuevo al final de
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la centrifugacion. Luego se adicionaron 0.5 voliumenes de isopropanol frio por cada
1 mL de reactivo TRIzol usado en la lisis celular (550 pL), se mezclé por inversion y
se incubé 10 min a temperatura ambiente de laboratorio (25 °C). Después se
centrifugdé 10min a 12,000 g d a 4°C, se decant6 el sobrenadante sin perder de vista
el precipitado (pastilla con aspecto de gel de color blanquecino a transparente). La
pastilla de RNA se lavé con 1000 pL etanol al 75 %, se centrifugé 10 min a 7,500 g
a 4 °C y se desecho el sobrenadante. La pastilla se sec6 5 a 10 min a temperatura
ambiente del laboratorio (25 °C). Y se resuspendié en 20 a 50 pyL de agua libre de
RNAsas.
6.7 Determinacién de la calidad del RNA total.

La calidad de RNA total extraido se determiné mediante cuantificacion por

espectrofotometria y a través de electroforesis en gel de agarosa al 1.2%.

6.7.1 Cuantificacién de RNA por espectrofotometria

La concentracion del RNA total extraido de las muestras de liquido ruminal
fue cuantificado por espectrofotometria con el equipo NanoDrop 2000. Para medir
absorbancia (A) a 260 y 280 nm se utilizé 1.5 uL del RNA total y se obtuvo la
concentracion del RNA en np/uL? y la relacion de A%%°0/ A8 |a cual indica el grado

de pureza entre el RNA.
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6.7.2 Determinacion de la integridad del RNA total por electroforesis.

Se pesaron 1.44 gramos de agarosa y se mezclaron con 120 mL de buffer
TAE 1X para preparar agarosa al 1.2 %, la cual se derriti6 en un horno de
microondas cuidando que no llegara al punto de ebullicion. La agarosa derretida se
reposo a temperatura ambiente hasta alcanzar una temperatura aproximada de 40-
45 °C y se adicionaron 12 pL de Syber Safe (Invitrogen) a razén 1:10. Esta se vertid
en un molde nivelado con capacidad para 15 o 20 pozos y se solidificé en 20 min.
El gel de agarosa se coloco en la cAmara de electroforesis Bio-Rad y se le adicion6
el buffer de electroforesis TAE 1X hasta cubrir la totalidad del gel. Se transfirieron
200 ng de cada una de las muestras de RNA y a un tubo mucrocentrifugo de 0.5 mL
nuevo, adicionado previamente con 1 pL de loading buffer Dye DNA 6X y los
microlitros correspondientes de agua libre de RNasas para un volumen de 6 uL
totales. Las muestras se colocaron en los pozos del gel y se realizo la electroforesis
a 75 volts durante 40 minutos. El gel e visualiz6 con el fotodocumentador ChemiDoc

MP System de Bio-Rad empleando transiluminacion conluz UV.

6.8 Purificacion de RNA.
6.8.1 Purificacion de RNA con el kitRibo-Zero Epidemiology de lllumina

Los componentes del kit Ribo-Zero rRNA se retiraron del almacenamiento (-
80 °C) para equilibrar a temperatura ambiente. El método de remocion de rRNA por
el método de Ribo-zero se divide en los siguientes procesos:

Preparacion de las perlas magnética, Los componentes del kit de perlas

magnéticas fueron retirados de las condiciones de almacenamiento bajo
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refrigeracion (2 °C a 8 °C) para permitir que se equilibren a temperatura ambiente.
Homogenizamos las perlas magnéticas vigorosamente con vortex y se colocaron
225 yL de éstas en un tubo libre de RNasas. Este tubo se coloco con la tapa abierta
en un soporte magnético durante al menos 1 minuto hasta que la solucion se volvid
clara. Con el tubo todavia en el soporte magnético se retir6 el sobrenadante.
Posteriormente el tubo se retird del soporte magnético y se agregaron 225 yL de
agua libre de RNasas y se agitdé con vortex. Este lavado con agua se repitid una
segunda vez tras lo cual el tubo fue colocado nuevamente con la tapa abierta, en el
soporte magnético durante 1 min y se descart6 el agua restante. Finalmente, el tubo
se retird del soporte magnético y se adicionaron 65 pL de la solucion de
resuspension de perlas magnéticas, las cuales previamente se atemperaron a
temperatura ambiente y finalmente se resuspendié con vortex.

Tratamiento del rRNA con la soluciéon de eliminacion de rRNA Ribo-
Zero.
En este paso, la solucion de eliminacion de rRNA Ribo-Zero que contiene las sondas
se hibrid6 con la muestra. Para cada muestra se agregaron en tubo para
microcentrifuga de 0.2 mL los siguientes componentes: agua, buffer de reaccion
Ribo-Zero (4 uL), muestra de RNA total desde 500 ng hasta 2.5 pg, solucién de
remocién (de 8 a 10 pL) para un volumen total de 40 pL. La mezcla se homogenizé
completamente pipeteando suavemente de 10 a 15 veces, seguido por una
incubacion a 68 °C durante 10 minutos. Posterior a la incubacion las muestras se
centrifugaron brevemente. Los tubos se incubaron a temperatura ambiente durante

5 minutos hasta la remocion del rRNA.
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Eliminacion del rRNA. Se agregaron 40 pL de las muestras de RNA total
hibridadas, a un tubo que contenia los 65 yL de las perlas magnéticas lavadas
previamente resultando un volumen total de 105 mL. Esta mezcla se homogeniz6
pipeteando de 10 a 15 veces a temperatura ambiente, se mezclo la muestra durante
10 segundos con vortex a alta velocidad, posteriormente los tubos se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos seguido por una Incubacion a 50 °C
durante 5 minutos. Al terminar la incubacion los tubos fueron colocados de
inmediato en el soporte magnético al menos 1 minuto hasta que la solucion se torno
claray se recuper6 un volumen de 85-90 ul del sobrenadante. Este contiene el RNA
libre de rRNA y se transfirié a un tubo de 1.5 mL para ser purificado y concentrado

posteriormente.

6.9 Purificacion y concentracion de RNA libre de rRNA por columna.

Para la purificacion y concentracién de las muestras RNA procesadas con el
kit Ribo-zero se empleo el kit Clean and Concentrator (Zymo Research) con el
siguiente procedimiento:

Se ajusté la muestra a un volumen de 50 uL y agregamos dos volumenes de
RNA Binding Buffer (100 uL), en esta mezcla se agregd un volumen proporcional
de etanol absoluto (150 uL) y se homogeniz6 con vortex. La mezcla fue transferida
a la columna con el tubo colector ya colocado y se centrifugd a 13,000 g durante 1
minuto y se descarto el sobrenadante. Después se agregaron 400 uL de buffer RNA
prep a la columna, se centrifugé 1 min a 13,000 g y se descarté el sobrenadante.

Luego se adicionaron 700 pL del buffer RNA wash, centrifugando bajo las
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condiciones antes descritas desechando el sobrenadante. Otro lavado se realizd
con 400 uL de buffer RNA wash y se centrifugé 2 min a 13,000 g. Al terminar la
columna se coloco en un tubo nuevo, se agregaron 15 uL de agua libre de RNasas
a la matriz de la columna, y reposo6 1 min antes de centrifugar a 13, 000 g por 1 min

para recuperar el sobrenadante para su uso posterior.

6.10 Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se realizé a partir de las muestras purificadas y
concentradas previamente procesadas con el kit de eliminacion Ribo-zero utilizando
los primers al azar con el siguiente procedimiento:

Todos los componentes de la transcripcion reversa se descongelaron
excepto la enzima transcriptasa reversa, En un tubo para PCR de 0.2 mL se coloco
agua libre de RNasas, 4 yL la mezcla de reaccion iScript select, 2 yL de primers al
azar, la muestra de RNA libre de rRNA de 1 ng a 1 ug volumen variable y 1 uL de
la iScript para un volumen total de 20 pL. La mezcla de reaccién se agito e incubo
se incubo a 25°C durante 5 minutos seguido de otra incubacion a 42 °C durante 30
minutos. Finalmente, para desactivar la transcriptasa reversa, la mezcla de reaccién
se incubd a 85°C durante 5 minutos. Los productos de cDNA se guardaron a -20 °C

hasta su uso en las reacciones de dPCR.
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VII RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Resultados.
7.1.1 Extraccion de RNA total (concentracién)

El protocolo establecido en esta investigacion se aplicé a muestras de liquido
ruminal recolectadas de animales a diferentes horas post alimentacion.

La cuantificacion del RNA obtenido a partir de 400 yL de muestras
individuales de liquido ruminal de ovinos se presenta en el cuadro 3 y la
cuantificacion de las muestras de RNA extraidas en pool a partir de 400 pL con la
adicién de una segunda ronda de extraccion con cloroformo se muestra en el cuadro
4. La integridad del RNA total de las muestras extraidas tanto de manera individual
como en “pool” se muestra en la figura 1.

Cuadro 3. Concentracion, pureza y rendimiento de RNA extraido de manera

individual.

Muestra ng/ pL 260/280 260/230 Mg RNA total
Il F-B11 547.9 1.93 0.58 38.35

| F-J14 444 4 1.89 0.75 31.11

| C-B9 1009.8 1.98 0.83 60.59

| C-B8 927.25 1.93 0.54 55.64

| F-E8 1832.54 2.03 1.17 109.95

| F-E9 1774.16 2.01 0.83 88.71

| C-B11 1460.67 1.97 0.87 73.03

| F-E11 1572.27 2.00 0.81 78.61

Se muestran la cantidad e indicadores de pureza de los RNA extraidos con el método
propuesto en esta tesis. La relacion 260/280 y 260/230 denota el resultado de absorcion de
la muestra a dichas longitudes de onda.

Los numeros romanos | y Il corresponden a las etapas de colecta. Las siglas F y C son para
las dietas de forraje y concentrado, respectivamente, mientras que J, E, B corresponden la
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identificacion del borrego. La numeracion arabiga corresponde al horario de muestreo
postprandial (ver materiales y métodos, 7.3 Tratamientos).

Cuadro 4. Concentracion, pureza y rendimiento de RNA extraido de las

muestras en pool

Muestra ng/pL 260/280 260/230 Mg RNA total
| C-B 971.94 2.04 1.55 121.49
| C-R 2148.01 1.92 1.33 171.84
Il C-J 1532.79 1.93 0.65 183.93
Il C-E 957.65 1.96 1.08 57.46
| F-E 1797.53 2.03 1.00 143.80
| F-J 1059.81 2.08 1.16 63.59
Il F-R 1630.52 2.06 1.22 171.20
Il F-B 1902.84 2.07 1.57 114.17

Se muestran la cantidad e indicadores de pureza de los RNA extraidos con el método
propuesto en esta tesis. La relacion 260/280 y 260/230 denota el resultado de absorcion de
la muestra a dichas longitudes de onda. Los numeros romanos | y Il corresponden a las
etapas de recoleccion, Las siglas (F y C a las dietas de forraje y concentrado
respectivamente, mientras que J, E, R y B corresponden la identificacion del borrego. (Ver
materiales y métodos, 7.3 Tratamientos y 7.6 Extraccion de RNA).

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 1718 19

1500 pb
1000 pb

Figura 1. RNA total de las muestras de liquido ruminal individuales y en pool. Electroforesis
en gel de agarosa al 1.2%. Carril 1 marcador de 100 pb, carriles 2-9 RNA total de pools 2)
I-C-B, 3) II-F-R, 4) I-C-R, 5) I-F-E, 6) 1I-C-J, 7) I-F-J, 8) lI-F-B, (9) 1I-C-E. Carril 10 RNA
control, carriles 11-18 RNA total de muestras individuales 11) 1I-F-B11, 12) I-F-J14, 13) I-C-
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B9, 14) I-C-B8, 15) I-F-ES8, 16) I-F-E9, 17) I-C-B11, 18) I-F-E11; carril 19 marcador de 1 KB.
Los numeros romanos | y Il corresponden a las etapas de recoleccion. Las siglas (Fy C a
las dietas de forraje y concentrado respectivamente, mientras que J, E, Ry B corresponden
la identificacién del borrego. La numeracion arabiga corresponde al horario de muestreo
postprandial (ver materiales y métodos seccién7.3 Tratamientos).

7.1.2. Uso de moléculas fluorescentes para visualizacion de RNA total.

Para la visualizacion de RNA de liquido ruminal se probaron los fluoroforos
U-view (Bio-Rad) y Syber Safe (Invitrogen), los cuales son mas amigables con el
medio ambiente y representan un peligro menor al manejo del bromuro de etidio
segun la prueba de Ames de acuerdo con los fabricantes. En las figuras 2 y 3 se
muestran las imagenes obtenidas después de la electroforesis empleando el U-view

y el Syber Safe respectivamente.

Figura 2. RNA total de las muestras extraidas en “pool” en una electroforesis empleando
como fluoréforo y colorante de carga el U-view. Se colocaron cantidades superiores a los 3
pug de RNA por muestra en un gel de agarosa al 1.2 %. Donde carril 1 (IC-E), 2 (IIF-R), 3
(IC-R), 4 (IF-E), 5 (Il C-J3), 6 (I F-J), 7 (Il F-B), 8 (IIC-E) y 9 (1 KB). Las siglas (Fy C a las
dietas de forraje y concentrado, respectivamente, mientras que J, E, R y B corresponden la
identificacion del borrego. La numeracion arabiga corresponde al horario de muestreo
postprandial (ver materiales y métodos seccion7.3 Tratamientos).
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Figura 3. RNA total de las muestras extraidas en “pool” en una electroforesis utilizando
Syber Safe como fluoréforo y loading buffer Dye DNA 6X como colorante de carga. Se
adicionaron cantidades ~200 ng de RNA por pozo en un gel de agarosa al 1.2 %, Donde
carril 1 (1 KB). 2 (IC-E), 3 (lIF-R), 4 (IC-R), 5 (IF-E), 6 (Il C-J), 7 (1 F-J), 8 (Il F-B), 9 (lIC-E)
y 10 control positivo. Las siglas F y C son para las dietas de forraje y concentrado,
respectivamente, mientras que J, E, R y B corresponden la identificacion del borrego. La
numeracion arabiga corresponde al horario de muestreo postprandial (ver materiales y
métodos seccion7.3 Tratamientos).

7.1.3. Eliminacion del rRNA.

Las muestras de RNA total fueron reducidas en rRNA a partir de 2.5 pg
iniciales por reaccién, recuperando ~ 20% del RNA inicial después del uso del kit.
(Cuadro 3).

Cuadro 5. Rendimientos de RNA libe de rRNA.

Muestra ng/uL ng totales
FRZ 34.7 520.5
CRz 27.5 412.5

Rendimientos (ng) de las muestras de RNA tratadas con el kit Ribo-Zero. Las siglas denotan
la dieta (F) dieta forraje, (C) dieta concentrado o el tratamiento (RZ) con Ribo Zero.
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7.1.4. Sintesis de cDNA.
La sintesis de cDNA se realizé desde 200 ng de RNA libre de rRNA. Los
resultados de la cuantificacion espectrofotométrica tanto de concentracion y pureza

se muestran en el cuadro 6.

Cuadro 6. Concentracion y pureza del cDNA de “pool”.

Muestra ng/pL-1 260/280 260/230 Mg totales
FRZ 976.16 1.82 2.07 18.3232
CRz 807.0 1.83 212 16.140
F SRz 1050.36 1.82 2.18 21.0072

C SRz 1134.92 1.82 2.18 22.6984

Se muestra la relacion de A269280y A230280 de |os cDNA obtenidos después de la retro-
trascripcion tanto demuestras a las que no se les removio el rRNA como las tratadas con el
kit Ribo-Zero. Se observa una mayor cantidad de cDNA en las muestras que no fueron
tratadas con el kit de remocion. (F) dieta forraje, (C) dieta concentrado, (RZ) tratamiento
con kit Ribo.Zero.

7.2 Discusiones.

7.2.1. Rendimiento y pureza del rRNA de muestras individuales.

Los resultados de la extraccion de RNA desde 400 pyL de muestras
individuales con lisis mecanica y quimica (protocolo trizol) mostraron rendimientos
menores a los 100 ug en la mayoria de las muestras. Dichos rendimientos fueron
desde 31 ug 0.4" mL a 109 ug 0.4' mL superan a cantidades obtenidas por Wang

et al. (2011) que oscilan entre 162 ug mL' a 232 uyg mL-' y aun cuando utilizé los
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protocolos propuestos por Kang et al., (2009) o Béra-Maillet et al. (2009), quienes
obtuvieron rendimientos de hasta 39 uyg mL-'y 163 ug mL"" de LR respectivamente
a partir de 1000 pL de muestra de LR (ver cuadro 8).

La relacion de lectura de A260/280 en todas las muestras extraidas con lisis
mecanica y quimica mostraron valores dentro del rango de 1.0 a 2.0, que fueron
ligeramente superiores a los obtenidos en otros estudios (Kang et al., 2009; Béra-
Maillet et al., 2009; Wang et al., 2011). (Ver cuadro 8). Lo anterior indica que el RNA
esta libre proteinas que eventualmente se coprecipitan con el acido nucleico. Una
relacion de absorbancia A260/280 menores a 1 indicaria que los RNA extraidos de
esta manera se ven afectados por compuestos fendlicos propios de la extraccion.
No obstante, a que las concentraciones de RNA total son altas, éstos mostraron

rendimientos totales inferiores a 1 ug/uL" (ver cuadro 7 y 8).

Cuadro 7. Rendimiento y pureza de RNA total extraido de muestras
individuales.

Muestra 260/280 260/230 Mg RNA total
Il F-B11 1.93 0.58 38.35

| F-J14 1.89 0.75 31.11

| C-B9 1.98 0.83 60.59

| C-B8 1.93 0.54 55.64

| F-E8 2.03 1.17 109.95

| F-E9 2.01 0.83 88.71

| C-B11 1.97 0.87 73.03

| F-E11 2.00 0.81 78.61

Cuadro 8. Rendimiento y pureza de RNA de protocolos propuestos por (Kang
et al., 2009; Béra-Maillet et al., 2009; Wang et al., 2011).

Muestra 260/280 260/230 Mg RNA total
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Método Kang.,et al 1.78 1.90 38.0

(2009) 1.89 1.82 39.0
Método Béra-Maillet 1.99 2.03 140.0
et al., 2009 1.86 1.82 163.0
Wang et al., (2011). 2.02 1.95 232.0
LRCI — columna 1.88 2.06 201.0
Wang et al., (2011). 1.91 1.89 182.0
LRCI 2.05 2.10 162.0

Modificado de (Wang et al., 2011)

La relacion de lectura de A260/280 en las muestras extraidas con el protocolo
que incluye lisis celular mecanica y quimica y una segunda ronda de extraccion con
cloroformo, propuesto en esta tesis, mostré en valores dentro del rango de 1.0 a 2.0
en todos los RNA obtenidos lo que nos indica que el RNA esta libre proteinas que
eventualmente se copresipitan con el acido nucleico. La relacién de absorbancia
A260/280 superiores a 1, muestra que los RNA extraidos en “pool” con lisis celular
y doble extraccidén con cloroformo, no se ven afectados por compuestos fendlicos
propios de la extraccidn ligeramente superiores a las relaciones de pureza obtenidas
por (Kang et al., 2009; Béra-Maillet et al., 2009; Wang et al., 2011). Ademas las
concentraciones de RNA total a partir de 400 uL de muestra de LR son altas y
mostraron rendimientos en su mayoria superiores a 100 ug totales en comparacion
con las concentraciones obtenidas por Wang et al. (2011) que oscilan entre 162 ug
mL-"a 232 ug/ mL" y aun cuando utilizé los protocolos propuestos por Kang et al.,
(2009) o Béra-Maillet et al. (2009), mismos que obtuvieron rendimientos de hasta 39
pug/mLy 163 ug mL™" de LR respectivamente a partir de 1000 L de muestra de LR

(ver cuadros 8 y 9).
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Cuadro 9. Rendimiento y pureza de RNA total extraido en “pool” con el

protocolo propuesto.

Muestra ng/Ml 260/280 260/230 Mg RNA total
| C-B 971.94 2.04 1.55 121.49
| C-R 2148.01 1.92 1.33 171.84
Il C-J 1532.79 1.93 0.65 183.93
Il C-E 957.65 1.96 1.08 57.46
| F-E 1797.53 2.03 1.00 143.80
| F-J 1059.81 2.08 1.16 63.59
Il F-R 1630.52 2.06 1.22 171.20
Il F-B 1902.84 2.07 1.57 114.17

La integridad del RNA total extraido por el método de lisis mecénica y quimica
ademas del método con una segunda ronda de cloroformo se visualiz6 mediante el
corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 1.2 % con aproximadamente 200
ng de muestra de RNA total (ver materiales y métodos seccion 7.7.2 Determinacion
de la integridad del RNA total por electroforesis). En la cual se observan dos bandas
de en cada carril, la banda superior ubicada entre 1500 pb y 5000 pb corresponde
a las subunidades mayores 26S y 28S del ribosoma de organismos procariotas y
eucariotas respectivamente, las bandas inferiores en cada carril, ubicadas entre
1000 pb y 1500 pb representan las subunidades menores 16S y 18S de organismos
procariotas y eucariotas respectivamente entre de organismos procariotas y
eucariotas respectivamente. No obstante, a que las bandas superiores se aprecian
integras, no se distingue la separaciéon entre estas dos subunidades menores y
mayores en respectivos casos debido a que la electroforesis se corridé en un gel de

agar natural y no en un gel desnaturalizante, este Gltimo permitiria la separacion y
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deteccidon de dos bandas correspondientes a estas subunidades menores y
mayores dando en total 4 bandas en cada carril (ver figura 1).

En los carriles del 2 al 9 se observan los RNA de las muestras obtenidas en
“‘pool” en donde se observaron en los carriles 6 y 9 barridos en lugar de bandas
definidas lo cual indica que esas RNA estan degradados sin embargo las del resto
de ese grupo de muestras se observa integro y una alta intensidad lo cual indica
abundancia o alta concentracion de RNA total (ver figura 1). Por otra parte, los
carriles del 11 al 18 corresponden a las muestras de RNA total obtenidas de manera
individual en los cuales no se observaron bandas degradadas, por lo que se
interpreta como RNA integro en todos los carriles sin embargo pocas intensidades
de las bandas indican baja abundancia o concentracion de RNA total. En esta
electroforesis se comprueba que las muestras de RNA obtenidas en “pool” con dos
rondas de extraccion con cloroformo, son mas abundantes que las obtenidas de

manera individual con una sola extraccion (ver figura 1).

7.2.3 Uso de moléculas fluorescentes amigables con el medio ambiente para
la visualizacion del RNA.

En la busqueda de sistemas de marcaje y deteccién de acidos nucleicos mas
amigables con el medio, se opt6é por moléculas de nueva generacion dentro de la
denominada “quimica verde”. Se emple6 tanto el U-view como el SYBER Safe,
moléculas que también se intercalan entre las bases del DNA y RNA al igual que el
bromuro de etidio, pero con menor potencial mutagénico que este ultimo,

permitiendo visualizar los &cidos nucleicos con transiluminacion UV. Se demostro
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que el fluoréforo U-view necesita una mayor cantidad de muestra de RNA (superior
alos 3,000 ng) para detectar esta molécula mediante electroforesis en agarosa, ésta
no permite visualizar las bandas con la nitidez suficiente para interpretar la
integridad de las muestras. Lo cual indica poca sensibilidad con el RNA (figura 2).
Lo anterior probablemente se debe a una baja interaccién del U-view con &cidos
nucleicos de una sola cadena. En cambio, las muestras de RNA visualizadas con la
ayuda de la molécula Syber Safe mostraron bandas mas definidas con la nitidez
suficiente para interpretar la integridad de las muestras con cantidades de alrededor
de 200 ng (ver figura 3), con lo cual se demostré que el SYBER Safe tiene una

mucho mayor sensibilidad para RNA.

7.2.4 Eliminacion de rRNA

En la eliminacién del rRNA con el kit Ribo-Zero se observa mayor RNA
recuperado en las muestras provenientes de liquido ruminal de borregos
alimentados con forraje, lo que puede representar una cantidad mayor
microorganismos en las muestras de borregos alimentados con esta dieta. Estos
resultados muestran una reduccién importante de RNA ribosomal en ambas
muestras tratadas lo que indica que el kit de eliminacion si funciona en muestras de
liquido ruminal eliminado del 79.18 % al 83.5 % del total del RNA mismo que

corresponden a los rRNA 16Sy 18S.

7.2.5 Sintesis de cDNA
La sintesis de cDNA se realizé utilizando primers al azar debido a que estos

hibridan en cualquier parte del RNA sin distinguir ni diferenciar entre transcritos
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poliadenilados, no poliadenilados, RNA codificantes y no codificantes entre otros.
Los resultados demuestran que el rendimiento en la sintesis de cDNA de las
muestras tratadas con el kit Ribo-Zero son menores a los rendimientos obtenidos
con las muestras no tratadas con el kit de eliminacion, se sugiere que puede
deberse a que las muestras tratadas contenian mayor nimero de secuencias
blanco en las cuales hibridaron las primers al azar, mientras que las muestras
tratadas ya no contenian un gran ndmero de secuencias blanco, y por lo tanto
rendimiento en la hibridacion en la sintesis de cDNA fue mayor en las muestras no
tratadas en comparacion con las reducidas en rRNA. Este resultado similar en

ambos tratamientos F y C (ver cuadro 6).
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VIII CONCLUSIONES

1. El protocolo propuesto es eficiente, rapido y permite obtener RNA en
suficiente cantidad y de buena calidad para su posterior purificacion. El protocolo no
es afectado por la procedencia de la muestra de liquido ruminal (dieta) ni por el
efecto del sujeto (animal), por lo cual es robusto y se podria usar en extracciones
de RNA de liquido ruminal en rumiantes pecuarios. La no utilizacién de columnas
con filtro de silica para la extraccion del RNA, reduce los costos de los
procedimientos y, por lo tanto, es resulta una alternativa para la investigacion en

rumiantes pecuarios.

2. La visualizacién de las muestras de RNA en electroforesis en gel de
agarosa con fluoréforo U-view requiere mayor cantidad de RNA, mientras, que
Syber Safe bajo las mismas condiciones de electroforesis en gel de agarosa tiene
mayor sensibilidad y, por lo tanto, requiere de menos muestra para la visualizacion

del RNA.

3. El proceso de eliminacion del rRNA mediante el uso del kit Ribo-Zero,
reduce eficientemente el rRNA de las muestras. Con base en el rendimiento final
obtenido de RNA libre de rRNA, se deduce que el método es eficiente y el producto

obtenido se puede ser utilizado en la generacién de un meta-transcriptoma.

4. La reduccién del RNA de las muestras no interfiri6 con una eficiente

sintesis de cDNA, esa pequefia diferencia en el rendimiento se sugiere que se debe
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a un ligero niumero mayor de secuencias blanco, pero no a la disminucién del rRNA

en la muestra.
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IX. PERSPECTIVAS

El cDNA obtenido se podra usar en la caracterizacion de los microorganismos
ruminales implicados en la metanogenesis, y en la degradacion de fibras de

desechos agricolas mediante técnicas de PCR, qPCR o ddPCR.

El RNA reducido en rRNA podra utlizarse para generar un meta-
transcriptoma de las poblaciones ruminales, concentrando la cantidad de transcritos
y favoreciendo el porcentaje de repetitividad de secuencias de transcritos. Esto
permitira la busqueda de la eficiencia alimenticia en relacion a la produccién animal
Asi también en el estudio de metabolitos vegetales y su impacto en la disminucion

de gases de efecto invernadero.

El procedimiento propuesto para la extraccion de RNA y la eliminacién de los
rRNA sera aplicable en estudios enfocados a estrategias alimenticias en otros
rumiantes favoreciendo la mitigacion de gases de efecto invernadero, el

aprovechamiento de subproductos agricolas alternativos entre otras aplicaciones.
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Xl APENDICE
1 protocolo de extraccion de RNA

Lisis celular.

1. Previo a la descongelacion de la muestra colocar 0.2 g de perlas de vidrio
estériles (0.1 g de 0.5 mm y 0.1 mm) de diametro respectivamente en un tubo
microcentrifugo de 2 mL de fondo conico.

2. Descongelar la muestra de liquido ruminal a temperatura ambiente, adicionar
500 pL de reactivo TRIzol a la muestra de 800 uL y agitar con vortex. Reposar en
hielo durante 5 minutos. Y transferir al tubo con perlas

3. Agregar 850 pL de reactivo trizol a la muestra con perlas y homogenizar con
vortex.

4. Colocar los tubos con las muestras en el equipo de bead beting (BeadBug
Homogenizer, BenchMark Scientific) y programar a maxima velocidad (400 rpm)
tres rondas de 1 minuto cada una dejando reposar en hielo durante 2 minutos
entre cada ronda. Al terminar la tltima ronda de lisis dejar 3 minutos a temperatura
ambiente.

Separacion de fases.
5. Agregar 220 uL de cloroformo Mezclar con Vortex e Incubar de 2 a 3 minutos
a temperatura ambiente.

6. Centrifugar la muestra a 12 000 X g durante 15 minutos a 4 °C. (Resultado,
capa inferior de fenol-cloroformo, interfase y capa superior incolora con
RNAtransferir cuidadosamente la fase acuosa (superior) a un tubo eppendorf de
1.5 mL libre de RNasas.

7. Realizar una segunda ronda con 200 L de cloroformo repetir el paso 5y 6.
Precipitacion del RNA.

8. Agregar 550 pL de isopropanol frio a la fase acuosa colectada por cada Mezclar
por inversion e Incubar durante r 10 minutos en hielo. Centrifugar a 12000 X g
durante 10 minutos a 4°C.

14. El precipitado de RNA total forma un sedimento con aspecto de un gel
blanquecino a transparente en el fondo del tubo. Desechar el sobrenadante.

Limpiezay resuspencion del RNA
15. Lavar la pastilla de RNA con 1000 pL. etanol al 75%).

16. Centrifugar a 7500 X g durante 5 min a 4°C.Desechar el sobrenadante.
17. Dejar secar la pastilla durante de 15 min a temperatura ambiente.

18. Resuspender en 20 a 50 pL de agua libre de RNAsas (agua libre de RNasas).
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2. Andlisis bromatolégico de las dietas.
Determinacion de humedad en alimentos y forrajes.

Para determinar la materia seca a 110°C, se colocan los crisoles en la estufa
minimo 4 horas, se sacan y se colocan en un desecador durante 15 minutos hasta
que se enfrien a temperatura ambiente, luego se pesa el crisol usando unas pinzas
de metal en una balanza analitica y se anota su peso.

Después se pesa un gramo de muestra en cada crisol con la ayuda de una
espatula y se colocan en la estufa a 110°C de 18 a 24 horas, una vez que haya
pasado el tiempo se colocan en el desecador hasta que estén a temperatura
ambiente y se vuelven a pesar, cada muestra se realiza por triplicado.

Para calcular la humedad y la materia seca total se usan las siguientes formulas.

% de humedad = 100 - % materia seca

% materia seca = (materia hUmeda) *100
Materia seca

Determination de Cenizas.

Una vez obtenido la materia seca, los crisoles con las muestras se colocan
en la mufla y se comienza a elevar la temperatura de 100 en 100°C hasta llegar a
600°C, a esta Ultima temperatura se mantiene durante 12 h o toda la noche,
posteriormente se disminuye gradualmente la temperatura hasta que llegue a 100

°C.los crisoles con las muestras se sacan de la mufla y se colocan en el desecador
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para enfriar y se pesan en una balanza analitica. Para calcular el % de cenizas se

utiliza la siguiente formula.

% cenizas = (peso del crisol + cenizas)-(peso del crisol) * 100
Peso de la muestra seca

Determinacion de fibra detergente acida y neutra.

Se pesa de 0.30 a 0.40 g de muestra en una balanza analitica (en nuestros
analisis para fibra usamos 40 g), y se pone en el tubo de ensaye ya identificado,
posteriormente se pone 30 a 40 ml (segun se haya pesado) de solucion detergente
acida o neutra segun sea, sila muestra contiene fuente de almidén se le agrega 1
mL de amilasa, y se coloca en el digestor a 90 °C, cuidando el momento de
ebulliciébn y a partir de ello se cuenta 60 minutos, cuidando que la muestra no se
tire y al finalizar el tiempo se colocan en una gradilla. Un dia anterior se pone el
papel filtro Whatman nam. 540 en una estufa a 110 °C, se ponen en el desecador y
se pesa para obtener su peso constante. Después de haber pasado los 60 minutos
se retiran del digestor, mientras tanto ya se tiene una olla con agua a 90- 100°C; se
coloca el papel filtro en un embudo de la bomba de vacio cuidando que no quede
espacio para no perder muestra, se agita el tubo para que no queden particulas y
se vacia al embudo con el papel filtro, se prende la bomba y se enjuaga con el agua
caliente, este enjuague se repite hasta que no tenga solucién en la muestra filtrada,
por ultimo se enjuaga con acetona, se retira el papel filtro del embudo y se dobla
cuidadosamente y se coloca en una caja de Petri para posteriormente meterlo a la
estufa a 110° C por toda una noche. Posteriormente se sacan de la estufa y se

ponen en el desecador a enfriar, finalmente y se pesan los papeles filtro que
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contienen la muestra y se registra su peso. Para obtener el porcentaje de FDN Y

FDA se emplea la siguiente formula.

% FDN o FDA bh = (peso papel + muestra)-(peso del papel) * 100
Peso de la muestra BH

Determinacion de proteina

De la muestra se pesa 0.30 g y se coloca en un tubo de ensaye previamente
identificado, se vierte 3 mL de acido sulfurico concentrado, a esto se le agrega
catalizador de proteina y se ponen el block digestor poniendo cuidado que la
campana de extraccion esté funcionando por los gases toxicos que las muestras
producen, a una temperatura de 300 a 350 °C por cuatro horas minimo hasta que
la solucion se torne transparente o de un color verde palido, se sacan del digestor
en una parrilla hasta que se enfrien tiene que estar encendido el extractor. Se
disuelven los solidos con un minimo de agua y se echa al destilador, posterior mente
se pone 12 mL de sosa, en el otro extremo del destilador se coloca un matraz
Erlenmeyer de 50 mL con 6 ml de solucion de acido borico al 4% cuidando que la
manguera quede dentro de la solucidn, recuperar 30 mL de la solucién destilada y
se titula con el &cido clorhidrico al 1 N. La formula para determinar % de proteina
es:

% Nitrégeno = (mL HCL) (1.4) (Normalidad del &cido) * 100
Peso de la muestra
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% proteina bh = (% N) (6.25)

% proteina bs = proteina bh * 100
% ms

Determinar extracto etéreo

Los vasos de cristal para extracto etéreo se colocan en una estufa a 110 °C
minimo 4 h, se sacan a un desecador hasta que estén a temperatura ambiente se
pesan, en un papel filtro pesar un gramo de muestra y se pone dentro del dedal, el
dedal dentro del porta dedal y el porta dedal se fija en el soporte metalico del aparato
Goldfish, en el vaso se coloca 25 a 30 mL de éter, fijar al condensador con el anillo
con rosca apretando para que no se escape el éter, abrir la llave del agua, y prender
la parrillas, checar que este en 4.5, y levantar la parrilla que este cerca del vaso.
Dejar pasar 8 h, checar en todo momento que no se escape el éter, si eso sucede
apretar mas las roscas o checar los empaques. Al término de las 8 horas bajar los
vasos y poner el recolector, cuando el vaso no tenga éter se baja y se pone a la
estufa de 110 °C toda la noche, se sacan al desecador, y se pesan cuando estén a

temperatura ambiente. Para obtener el % de grasa se aplica la siguiente formula:

% E.Ebh =(pv+pm)-(pv)*100
Pm

% E.Ebs=% EEDbh *100
ms
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3. Preparacion de buffers
Tris acético EDTA (TAE).

Para la preparacion de un litro de solucion buffer TAE en stock 50x se
utilizaron:

- 242 g de Tris base

- 57.1 ml de &cido acético glacial

- 100 mL de EDTA al 0.5 M (pH8.0).

Procedimiento

Mezcle Tris con la barra de agitacibn magnética para disolver en
aproximadamente 600 ml de ddH20.

Agregue EDTA y acido acético.

Aforar al volumen final de 1 L con ddH20.

Almacenar a temperatura ambiente

Preparacién de EDTA 0.5 pH8
Para la preparacion de 1 L de EDTA se requiere:
- 186,1 gramos de EDTA (etilendiaminotetraacetato de disodio « 2H20)
- 800 mililitros de agua destilada

- Solucion de hidroxido de sodio (NaOH) o sélido (para ajustar el pH)

Procedimiento
Agite 186,1 g de tetra acetato de etilendiamina disédica « 2H20 en 800 ml

de agua destilada.
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Agite la solucion vigorosamente usando un agitador magnético.

Agregue la solucién de NaOH para ajustar el pH a 8.0. Si usa granulos sélidos de
NaOH, necesitara aproximadamente 18-20 gramos de NaOH. Agregue el Gltimo
NaOH lentamente para no sobrepasar el pH. Es posible que desee cambiar de
NaOH solido a una solucion al final, para un control mas preciso. EI EDTA ir4
lentamente a la solucién ya que el pH de la solucion se acerca a 8.0.

Diluya la solucion a 1 | con agua destilada.

Filtra la solucion a través de un filtro de 0.5 micras.

Dispense en contenedores segun sea necesario y esterilicelos en autoclave.
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