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Summary

Traditionally, ruminal ciliate protozoa have been studied with respect to the metabolism of dietary
nutrients. Their role has focused on their predatory behavior, the paradigm of its retention in the rumen,
and its apparent limited flow to the duodenum. On the other hand, Conjugated Linoleic Acid (CLA) and
Vaccenic Acid (VA) are important because of their nutritional value. This review aims to characterize
the biological alternatives used by rumen ciliate protozoa for the production of CLA, highlighting three
aspects: 1) rumen protozoa are involved only in the initial stage of biohydrogenation to produce CLA
isomers, 2) desaturation by protozoa has not been reported, while endogen synthesis by desaturation of
VA in mammary glands and fatty tissues has been demonstrated as the main route of CLA in ruminants,
3) even though incorporation of VA and cis9, trans11-CLA in protozoa structure is related with CLA
production, this is only important when protozoa flow from rumen to duodenum, producing 30 to 43%
of CLA and a 40% of VA, respectively. It is concluded that rumen protozoa are fundamental in the lipid
metabolism of ruminants.

Key Words: biohydrogenation, conjugated linoleic acid, desaturation, duodenal flow, lipids of
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Resumen

Tradicionalmente, los protozoos ciliados ruminales han sido estudiados en relacion con el metabolismo
de nutrientes de la dieta suministrada al rumiante. Particularmente, su papel ha sido cuestionado debido
a sus caracteristicas predadoras, aunado al paradigma de la retencion de los protozoos en el rumen y el
aparente limitado flujo al duodeno por reciclaje de la proteina microbiana. De otro lado, los dcidos linoleico
conjugado (CLA) y vacenico (VA) son dos productos de gran interés nutricional. Estas dos situaciones han
generado interés en la investigacion de esta representativa poblacion de la microbiota ruminal. El objetivo
de este trabajo fue caracterizar, a partir de la literatura cientifica, las alternativas biolégicas utilizadas por
los protozoos ciliados del rumen para la produccion de CLA. Nosotros encontramos que: 1) los protozoos
ruminales solo participan en la parte inicial de la biohidrogenacion, la “isomerizacion de dcidos grasos
insaturados”, generando isomeros de CLA, 2) la desaturacion en protozoos, no se demostro en estudios,
y queda claro que la sintesis endogena por desaturacion de VA, en glindula mamaria y tejidos grasos se
establece como el mayor recurso de CLA en el rumiante, 3) aun cuando la incorporacion de VA y cis9,
trans11-CLA en la estructura de los protozoos estd relacionada con la produccion de CLA, esta solo es
importante hasta cuando se da el flujo de protozoos del rumen a duodeno donde son responsables del
30 al 43% del CLA y 40% del VA. Se concluye, que los protozoos ruminales son trascendentales en el
metabolismo lipidico de rumiantes.

Palabras clave: dcido linoleico conjugado, biohidrogenacion, desaturacion, flujo duodenal, incorporacion
de lipidos, protozoos ruminales.

Resumo

Tradicionalmente, os protozodrios ciliados no riumen tém sido estudados em relagcdo ao metabolismo
dos nutrientes na dieta fornecida ao ruminante. Em particular, o seu papel tem sido questionado devido as
suas caracteristicas predatorias, combinado com o paradigma da reteng¢do de protozodrios no riitmem e ao
aparente fluxo limitado para o duodeno através da reciclagem da proteina microbiana. Por outro lado, o
dcido linoléico conjugado (CLA) e o vacenico (VA) sdo dois produtos de grande interesse nutricional. Estas
duas situacoes tém gerado interesse na investigacdo dessa representativa populacdo da microbiota ruminal.
O objetivo deste estudo foi caracterizar as alternativas biolégicas utilizadas pelos protozoarios ciliados do
rumem para a producdo de CLA a partir da literatura cientifica. Nos encontramos que: 1) os protozodrios
ruminais so participam na parteinicial da biohidrogenacdo: aisomerizacdo “de dcidos graxos insaturados”,
gerando isomeros do CLA. 2) até hoje, ndo tem sido demonstrado a desaturagdo em protozodrios e fica claro
que a sintese endogena por desaturagdo do VA na glindula mamdria e tecido adiposo se estabelece como
a maior fonte de CLA no ruminante. 3) embora a incorporacio de VA e cis9, trans11-CLA na estrutura
do protozodrio estd relacionada com a produgdo de CLA, ésta so é importante ate quando ha fluxo de
protozodrios do riimem para o duodeno onde sdo responsaveis do 30 ate 43% do CLA e 40% do VA. A
conclusdo é que os protozodrios ruminais sdo transcendentais no metabolismo lipidico dos ruminantes.

Palavras chave: dcido linoleico conjugado, biohidrogenacao, desaturagao, fluxo duodenal, incorporado
de lipideos, protozodrios ruminais.

Introduccion

El rumen es un ecosistema complejo, compuesto
por poblaciones de microorganismos anaerdbios
(dominio Bacteria 10'-10" bacterias/ml, dominio
Archaea 10%-10° metanogenos/ml y dominio
Eukarya 10° hongos/ml y 10° protozoos ciliados/
ml de contenido ruminal) (Kumar et al, 2009).
En el rumen los lipidos de la dieta son sometidos
a hidrolisis por lipasas microbianas, para que en

un segundo paso los acidos grasos insaturados
libres, sean aprovechados por bacterias, hongos y
protozoos para ser biohidrogenados (Or-Rashid et
al., 2008; Or-Rashid et al., 2009; Nam et al., 2006).

Por actividad biologica, el mayor producto
de la biohidrogenacion es el isémero (C18: 2 n9)
cis9, trans11-CLA (4&cido linoleico conjugado), que
representa entre el 73 y 94% del total de CLA en
leche, productos lacteos, carne y productos carnicos
(Rochfort et al., 2008; Dhiman et al., 2005).
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Aunque existe una fuerte relacion entre la
funcion ruminal y el contenido de CLA en leche y
tejidos lipidicos, varias investigaciones sugieren
que solo una pequefia proporcion del CLA es
proporcionada directamente desde del rumen
(Schmid et al., 2006).

Los protozoos ruminales adquieren relevancia
para la sintesis enddgena de CLA, al proporcionar
las mayores cantidades de acido vacénico (VA), el
cual se constituye como el precursor para la sintesis
endogena; este aporte se da a través de mecanismos
de incorporacion de acidos grasos insaturados (AGI)
y poliinsaturados (AGP) en su biomasa microbiana
y por su flujo al duodeno (Or-Rashid et al., 2007),
ya que los microorganismos, representan la
principal fuente de 4cidos grasos asimilables por el
rumiante (Clauss ef al., 2009).

El tipo y -concentracion de 4cidos grasos
presentes en la suplementacion de dietas para
rumiantes puede favorecer o desfavorecer el
metabolismo no so6lo de lipidos, sino también de
otros nutrientes, por efecto sobre la reduccion de
la actividad fermentativa de bacterias y protozoos
ruminales (Dayani et al, 2007), conduciendo a
una alteracion en la sintesis de grasa en la leche, la
reduccion en la sintesis de acidos grasos de cadena
corta en la ubre y una disminucion en los acidos
grasos de las lipoproteinas que la glandula mamaria
recoge desde la sangre (Pulina et al., 2006).

El CLA consumido por el ser humano a través
de los productos lacteos y carnicos de rumiantes
ha sido identificado como un nutriente benéfico
para la salud, con caracteristicas antimutagénicas,
anticancerigenas, reconocido como regulador de
la grasa, regulador del crecimiento, modulador
del sistema inmune y presenta propiedades
antiinflamatorias, entre otras propiedades (German y
Dillard, 2006).

El proposito del presente trabajo fue describir
alternativas bioldgicas aprovechadas por los
protozoos ciliados ruminales para contribuir a la
sintesis de 4&cido linoleico conjugado, mediante la
revision de literatura cientifica.

Rev Colomb Cienc Pecu 2012; 25:135-149

Biohidrogenacion

El producto de la biohidrogenacion es el
acido linoleico conjugado (CLA), este término
utilizado en la investigacion del metabolismo de
la microbiota ruminal hace referencia a una serie
de isomeros dienoicos conjugados con geometria
posicional (C 18:2), que presentan dobles enlaces
conjugados localizados en las posiciones 7-9 (C18:
2 n7), 8-10 (C18: 2 n8), 9-11 (C18: 2 n9), 10-12
(C18: 2 n10) o 11-13 (C18: 2 nl11) sobre la cadena
de carbono (Rochfort et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura de diferentes isémeros de acido linoleico conjugado.

Los 4cidos linoleico (LA) (C18: 2 n6) y linolénico
(C18: 3 n3) son acidos grasos poliinsaturados
predominantes en forrajes y semillas de aceite,
y representan los mejores substratos para la
realizacion de la biohidrogenaciéon por parte de los
microorganismos del rumen (Carriquiry et al., 2008).

En el rumen, el metabolismo de lipidos contenidos
en la dieta comienza con la hidrolisis por enzimas
microbianas (lipasas, galactosidasas y fosfolipasas)
producidas por bacterias como Ruminococcus albus,
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Ruminococcus flavefaciens, Fibrobacter succinogenes
y algunas cepas de Butirivibrio fibrisolvens, entre
otras (Or-Rashid et al., 2007), y diferentes especies de
protozoos y hongos. Las transformaciones ejercidas
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conducen a la formacion de dos o tres acidos grasos
y glicerol (Figura 2). Asi, los AGI liberados son
sometidos a biohidrogenacién por microorganismos
ruminales, produciendo isémeros trans y acidos grasos

sobre triglicéridos, diglicéridos y galactolipidos  saturados (AGS) (Carriquiry ef al., 2008).
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Figura 2. Participacion de protozoos ciliados ruminales en la sintesis de acido linoleico conjugado.

Se considera que la biohidrogenacion del LA que
ocurre en el rumen es llevada a cabo principalmente
por bacterias como Butyrivibrio fibrisolvens y
especies relacionadas (Polan et al., 1964; Van de
Vossenberg y Joblin, 2003). Se ha encontrado una
baja actividad metabdlica sobre el LA en otras
poblaciones de microorganismos diferentes a la
fraccion bacteriana (Devillard et al., 2006).

La via de biohidrogenacion para el &cido linoleico
involucra un paso de isomerizacién que resulta en
la formacion del cis9, trans11-CLA. La secuencia
siguiente es un paso de reduccion que convierte el
CLA a transll 18:1 y acido estedrico (SA) (18:0).
La segunda via de biohidrogenacion. La segunda via
de biohidrogenacion del acido linolenico produce un
trieno conjugado (C18: 3 n9) (C18:3 cis9, transll,
cisl5), un dieno (C18: 2 nl1) (C18:2 transl1, cisl5)

y un monoeno de 18 carbonos (C18: 1 nll) o (C18:
1 n15) (C18:1 transll, trans15 o cis15) (Carriquiry et
al., 2008) (Figura 2).

Clasificacion de bacterias y hongos segun el
metabolismo de dcidos grasos insaturados. Por su
parte, las bacterias se han clasificado en dos grupos,
seglin su participacion en la biohidrogenacion.
Las bacterias del grupo A no se encuentran
capacitadas para desarrollar el paso final de la
biohidrogenaciéon, que consiste en transformar
el VA en acido estearico; a diferencia del grupo
B, constituido por bacterias con un metabolismo
capaz de efectuar los pasos de la biohidrogenacion
en su totalidad (Nam et al., 2006) (Figura 2). En
estudios in vitro se obtuvo que la biohidrogenacion
realizada por la mezcla de hongos ruminales parece
seguir los mismos pasos de la biohidrogenacion por
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bacterias ruminales del grupo A, en donde el LA fue
convertido por hongos a CLA y luego a VA como
un producto final. No obstante, las bacterias pueden
ser mas eficientes en el metabolismo de los acidos
grasos insaturados, debido al tiempo de accion sobre
¢éstos, siendo reportado por Nam et al. (2006) un
tiempo alrededor de los 100 minutos; los hongos
ruminales, por su parte, actuaron mas lentamente,
requiriendo cerca de 24 horas. Estas diferencias
significativas pueden estar relacionadas con su ciclo
de desarrollo, el cual tarda aproximadamente 24
horas (Nam ez al., 2006) (Figura 2).

Observaciones del metabolismo de protozoos
ruminales sobre el dcido linoleico. Devillard et
al. (2006), evaluaron el papel de los protozoos
ruminales sobre la biohidrogenacion de LA.
El experimento que comparé el metabolismo
de LA en ovejas convencionales y defaunadas,
no evidencio diferencias significativas en la
actividad, obteniendo como resultado 17.3 y 14.9
pug de LA metabolizado/mg de proteina por hora,
respectivamente. Los 4cidos grasos producidos
fueron los mismos en ovejas convencionales o
defaunadas, con CLA y VA como los mayores
metabolitos formados. La acumulacion de los
intermediarios de CLA fue mas alta en muestras
de ovejas defaunadas que en muestras de ovejas
convencionales, teniendo un pico mas alto a las
8 horas de incubacion, en donde la concentracion
de CLA fue cinco veces mas alta que en el fluido
ruminal de ovejas convencionales. Sin embargo
la formaciéon de C18:1 fue similar en los dos tipos
de muestra. Luego, corroboraron los resultados
anteriores con fracciones de bacterias y protozoos,
que fueron incubadas con LA, encontrando que el
LA fue metabolizado a 17.5 y 2.5 pg de LA/mg de
proteina por hora, respectivamente. Los principales
productos fueron CLA y VA, donde es importante
resaltar la concentracion del VA formado al final
de la incubacion, siendo de 55.1 y 5.0 pg/mg de
proteina para bacterias y protozoos, respectivamente
(Devillard et al., 2006).

De acuerdo con estos resultados, la participacion
de los protozoos ruminales en la biohidrogenacion
estd enfocada en la primera parte del proceso,
donde se realiza la isomerizacién. Los protozoos
participan solo en la isomerizacion de 18:2 n-6 a
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(C18: 2 n9) cis9, trans11; (C18: 2 n9) trans9, cisll;
(C18: 2 nl0) transl0, cis12; (C18: 2 n9) trans9,
transll y (C18: 2 n10) trans10, trans12-CLA, pero
los isomeros de CLA no son mas metabolizados,
mientras las bacterias producen tres isdmeros de
CLA adicionales (Or-Rashid et al., 2009). Segun
Nam et al. (2006), solo las bacterias del grupo B,
continlan con la isomerizacion y reduccidén del
C18: 1 transll a acido estearico; asi, las bacterias
clasificadas en el grupo A, los hongos y los
protozoos ruminales parecen participar de forma
similar en la biohidrogenacion de los AGI (Nam et
al., 20006) (Figura 2).

En experimentos in vitro se encontrd que
los  protozoos  “holotricos”  (Vestibuliferida:
Isotrichidae) no hidrogenaron LA ni acido oleico,
a diferencia de los protozoos ‘“entodiniomorfos”
(Entodiniomorphida: Ophryoscolecidae), los cuales
fueron sometidos al mismo tratamiento (Chalupa y
Kutches, 1968).

En otros estudios in vitro con protozoos ruminales
sobre la produccion de CLA utilizando como
precursores LA y VA, se encontrd que los protozoos
en los experimentos sin antibidtico catabolizaron la
mayor cantidad de LA. El (C18: 2 n9) cis9, trans11
CLA fue encontrado en una cantidad correspondiente
al 37% del méximo acumulado en la suspension
de protozoos en presencia de antibioticos (P-AB)
en el medio. La acumulacion de transl0, cisl2
CLA en la suspension de protozoos (P-AB) fue
aproximadamente 10 veces menor, en comparacion
a la concentracion de cis9, transll CLA. No hubo
produccion significativa de VA, trans10 18:1 y 18:0
en P-AB comparado con el control, indicando que
los protozoos no tienen la habilidad de biohidrogenar
isomeros de CLA (Figura 2). Adicionalmente, las
concentraciones de VA, transl0 18:1 y 18:0 en la
suspension de protozoos en ausencia de antibidticos
(P-No-AB) fue mayor  (significativamente)
comparada con P-AB, indicando la funcién de
bacterias simbidticas sobre la biohidrogenacién de
isomeros de CLA (Or-Rashid et al., 2008) (Figura 2).

El estudio de Or-Rashid et al. (2008) sustenta
la capacidad de produccion del isémero (C18: 2
n9) cis9, transll CLA a partir de la isomerizacion
de LA por la mezcla de protozoos ruminales en
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presencia de agentes antibacterianos. En este
estudio, las concentraciones de los isomeros (C18: 2
n9) trans9, cisll; cis9, cisll y trans9, transll en la
suspensién P-AB, se incrementaron continuamente
en el tiempo. Isdmeros menores de CLA, asi como
(C18: 2 nll) cisll, trans13; (C18: 2 nl2) cisl2,
trans14; (C18: 2 nll) transll, cisl13; (C18: 2 n7)
trans7, trans9; (C18: 2 n8) trans8, transl10; (C18:
2 nll) transll, transl3 y (C18: 2 nl2) transl2,
trans14 han sido reportados en el contenido ruminal
de vacas. Sin embargo, no hay reportes sobre como
se sintetizan estos isdémeros (Or-Rashid et al., 2008).

Simbiosis de protozoos y bacterias para la
biohidrogenacion en rumen. La biohidrogenacion
en el rumen disminuye muy poco en animales
defaunados y la presencia de protozoos no es
necesaria para que ocurra, se cree que la pequefa
contribucion de los protozoos a la biohidrogenacion
es debido a que ingieren bacterias o se asocian
con ellas (Devillard et al, 2006). Dado que
los protozoos ruminales engolfan bacterias y
cloroplastos ricos en acido linolénico (18: 3 n3), es
posible que las bacterias viables dispongan de los
cloroplastos provistos en las vacuolas alimenticias,
para la biohidrogenacion del (C18: 3 n3) libre entre
la célula protozoaria (Huws et al., 2009) (Figura 2).
Un estudio mostré esta cooperacion microbiana,
donde la mayor concentracion de VA (C18: 1 nll)
C18: 1 transll (19.3 a 43.2 pg/ml), (C18: 1 nl0)
C18: 1 transl0 (3.5 a 5.9 pg/ml) y C18: 0 (109.7
a 111.2 pg/ml) en la incubacién de protozoos sin
agentes bactericidas, comparados con la suspension
protozoaria con agentes antibacterianos, VA (C18:
1 nll) C18: 1 transll (16.5 a 16.6 pg/ml), (C18:
1 n10) C18: 1 trans10 (2.87 a 3.06 pg/ml) y C18:
0 (105.2 a 105.4 pg/ml) indican que las bacterias
simbiodticas asociadas con protozoos ruminales
biohidrogenan CLA adicional (Or-Rashid et al,
2008).

Influencia  del  metabolismo  protozoario
de dcidos grasos poliinsaturados sobre la
estabilidad del sistema. Pruebas realizadas con
acidos grasos poliinsaturados mostraron que
solo los protozoos ruminales y no las bacterias
poseen la capacidad de degradar entre el 50 y
85% del 4cido eicosapentaecnoico (EPA C20: 5
n3) y el &cido docosahexaenoico (DHA C20:

6 n3) presente en la dieta (Figura 2). Aunque
las bacterias son las principales responsables
de la biohidrogenacion de AGI en el rumen,
estudios muestran la importancia de los protozoos
ruminales en la biohidrogenacién de acidos grasos
poliinsaturados de cadena muy larga (Or-Rashid et
al., 2009). Este, se presenta como un ejemplo de la
interaccion entre microorganismos que permiten el
equilibrio del rumen como sistema; los protozoos
al metabolizar los acidos grasos poliinsaturados
de cadenas muy largas, toxicos para la microbiota
en altas concentraciones, permiten la viabilidad de
poblaciones bacterianas, y a su vez, el aporte de
acidos grasos como isomeros metabolizables por
otros grupos de microorganismos.

La dindmica del sistema ruminal en el
metabolismo de los &cidos grasos, es también
presentada por Schmid et al. (2006), con un ejemplo
de la participacion de poblaciones microbianas en el
metabolismo de acidos grasos. Se ha comprobado
que un microorganismo no tiene la capacidad
de metabolizar por completo los acidos grasos
poliinsaturados totales hasta el acido estearico como
producto final. Contribuyendo de forma similar al
anterior proceso descrito realizado por protozoos
ciliados del rumen, algunas cepas de Butyrivibrio
fibrisolvens, de forma excepcional son capaces
de isomerizar dobles enlaces cis de acidos grasos
poliinsaturados a formas conjugadas cis, trans de
dobles enlaces y de biohidrogenar estos acidos
grasos conjugados, porque expresan las enzimas
linoleato isomerasa y la CLA reductasa. El producto
final de este proceso es el VA, que es hidrogenado a
acido estearico C18: 0 por otras bacterias ruminales
(Schmid et al., 2006).

Desaturacion del VA

La carne y la leche de rumiantes son las
mayores fuentes de (C18: 2 n9) cis9, transl1 CLA
para el humano (Or-Rashid et al, 2007). Solo
una pequefia fraccion de CLA contenido en los
productos obtenidos a partir de rumiantes viene
directamente del rumen como intermediario de
la biohidrogenacion. La mayoria de CLA, es en
efecto, producido en tejido animal por desaturacion
del VA (C18: 1 nll), reaccién bioquimica mediada
por la enzima delta-9-desaturasa (Devillard et al.,
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2006; Véaradyova et al, 2008). La enzima delta 9
desaturasa ejerce su accioén sobre el (C18: 1 nll)
C18:1 transll, introduciendo un doble enlace cis
entre los carbonos 9 y 10 de los acidos grasos (Silva
et al., 2009).

Debate cientifico sobre la hipotesis de la
actividad ~ desaturasa en protozoos ciliados
ruminales. Emmanuel (1974), encontrd6 en una
mezcla de protozoos que el acido octadecanoico
estd constituido principalmente por isdémeros
delta-11, proponiendo que fueron sintetizados
por desaturacion directa de AGS. Or-Rashid et
al. (2007) en su estudio sobre la composicion de
acidos grasos de protozoos y bacterias, al encontrar
bajas cantidades de acido estearico C18:0 y altas
cantidades de acido vacénico (C18: 1 nll) CI18:1
trans11, plantearon la actividad desaturasa delta 11
en protozoos del rumen, explicando la conversion
de acido estearico C18:0 a acido vacenico (C18:
1 nl11) C18:1 transll, basados en que los lipidos
celulares de microorganismos del rumen pueden
ser sintetizados por sintesis de novo, sin embargo,
reconocen que sus resultados no validan esta
hipotesis y plantean que el engolfamiento de VA
en particulas alimenticias y bacterias realizado por
protozoos puede ser otra forma de incorporar los
lipidos en la estructura protozoaria.

Emmanuel (1974) también describe la
incorporacion neta de 4cidos grasos de cadena corta
dentro del 4cido octadecanoico con dobles enlaces
en la posicion delta-11, que comparada con el acido
oleico delta-9 sugiere que mas mecanismos pueden
ser utilizados. Sin embargo, la desaturacion en
protozoos no habia sido evaluada ain (Emmanuel,
1974).

En el mismo afno Devillard et al. (2006),
propusieron la desaturacion del 4cido estedrico
como una ruta alternativa para la formacion de
CLA y VA. Mediante experimentos metabolicos y
moleculares estudiaron estas posibles alternativas
bioldgicas. A través de experimentos basados en la
caracterizacion de los acidos nucleicos, se disefiaron
marcadores para regiones altamente conservadas
de genes desaturasa de 4cidos grasos, no habiendo
obtenido amplificacion del DNA por PCR, para la
cual se utilizaron librerias de DNA para Epidinium
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ecaudatum  caudatum, Eudiplodinium maggii,
Isotricha prostoma 'y Polyplastron multivesiculatum.
El metabolismo de protozoos ruminales sobre el
VA, se evalud incubando las diferentes fracciones
(protozoaria y bacteriana) con acido estearico para
medir actividad desaturasa; no encontrando CLA
ni VA, tan solo permanecid el acido estearico en su
concentracion inicial (Devillard et al., 2006).

En el estudio realizado por Or-Rashid et al.
(2007), los investigadores evidenciaron que la
fraccion de protozoos ruminales contenia 8.6 veces
mas de (C18: 2 n9) C18: 2 cis9, transll CLA y
tres veces mas de VA comparada con la fraccion
bacteriana, lo que generd la hipdtesis que refiere
a los protozoos como organismos con actividad
desaturasa, como sugiere Emmanuel (1974). Sin
embargo, en estudios del 2008, la incubacion
de VA en la suspension protozoaria con agentes
antibacteriales no evidencié produccion de (C18:
2 n9) C18: 2 cis9, trans11-CLA. El VA (350 pg/
ml) en la suspension protozoaria no disminuyd,
ni biohidrogendé a 4cido estearico 18:0 durante 18
horas de incubacion, resultados que presentan a
los protozoos ruminales como microorganismos
incapaces de biohidrogenar, ni desaturar VA (Or-
Rashid et al., 2008).

La hipotesis seguida durante afios acerca de
la accion desaturasa de los protozoos ruminales
propuesta por Emmanuel et al. (1974) y valorada
por Or-Rashid et al. (2007) no concuerda con los
resultados obtenidos por Devillard et al (2006)
donde comprobaron en cultivos de protozoos la
permanencia del 4cido estedrico como sustrato,
sin producciéon de CLA ni VA, datos que a su vez
son corroborados por Or-Rashid et al. (2008),
demostrando que protozoos con VA en el medio
no pueden producir (C18: 2 n9) CI18: 2 cis9,
transl1 —CLA, ni acido estearico. De esta manera,
la desaturacion del VA se establece como un
proceso metabolico endégeno del rumiante.
Diferentes estudios sostienen como mayor origen de
(C18: 2 n9) C18: 2 cis9, trans11-CLA en leche de
bovinos, la sintesis enddgena en glandula mamaria
a través de la via que utiliza la enzima delta 9
desaturasa, utilizando el VA como precursor
(Dhiman et al, 2005; German y Dillard, 2006;
Bauman et al., 2003; Corl et al., 2001; Piperova et
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al., 2002). La actividad desaturasa a su vez se da en
tejido adiposo del rumiante (Bauman et al., 1999).

Incorporacion de CLA y precursores en la
estructura protozoaria

Los lipidos celulares de los microorganismos
ruminales pueden ser generados por sintesis de
novo y también a través de la incorporacion directa
de moléculas precursoras preformadas originarias
de la dieta, provenientes de la biohidrogenacion
incompleta de AGP que quedan en el medio
(Or-Rashid et al., 2007).

Datos recientes sugieren que los protozoos no
participan de forma activa en la saturacion de AGP
o la desaturacion de (C18: 1 nll) C18: 1 transll,
sin embargo, estan involucrados en la sintesis de
CLA, gracias a caracteristicas de su biologia en
relacion a la conformacion de su estructura celular.
Para explicar las concentraciones de CLA y (C18:
1 nl11) C18: 1 transl1 entre estos eucariotas, se ha
planteado la hipotesis que sustenta que es debido a
la incorporacion preferencial de estos acidos grasos
dentro de sus membranas celulares (Devillard et al.,
2006) (Figura 2) y como tal las diferencias entre
las dietas estan relacionadas con su formacién en el
rumen (Huws et al., 2009).

Estudios en donde se incubd una mezcla de
protozoos con LA en presencia de antibidticos
sugiere que los protozoos podrian ser importantes
en la biohidrogenacion, pero los resultados son
variables y no concluyentes. Devillard et al. (2006)
sostiene que es improbable que el CLA y VA
sea formado por protozoos via biohidrogenacion
de LA. Se desconocen los mecanismos por los
cuales el CLA y el VA son acumulados en altas
concentraciones en los protozoos; es posible que los
protozoos aprovechan ain mejor que las bacterias
los productos intermediarios de la biohidrogenacion,
al incorporarlos en su estructura (Devillard et al.,
2006).

Comparacion de la composicion de dcidos
grasos de bacterias y protozoos del rumen. El
engolfamiento por parte de los protozoos de
particulas alimenticias con VA asociado y células
bacterianas, puede ser otra forma de incorporar

los lipidos protozoarios. Or-Rashid et al. (2007)
encontraron en protozoos ruminales un 47% de
acidos grasos de cadenas ramificadas e impares,
porcentajes mas bajos que los encontrados en la
fraccion bacteriana. Asi, los AGI contenidos en la
estructura de protozoos es dos a tres veces mayor
con relacion a bacterias y pueden compensar la
deficiencia de acidos grasos de cadenas ramificadas
e impares para el mantenimiento de la fluidez
lipidica y la funcion de la membrana celular en
protozoos (Or-Rashid et al., 2007).

Otros autores ya han reportado que los
lipidos protozoarios contienen mayor cantidad
de AGI que los lipidos bacterianos (Devillard
et al, 2006). Aspecto de importancia para el
metabolismo de lipidos en rumiantes, ya que,
bajo ciertas condiciones los protozoos pueden
representar aproximadamente la mitad de la
biomasa microbiana (Or-Rashid ef al., 2008). Se ha
estimado, que cuando mas de la mitad de la biomasa
microbiana ruminal son protozoos, cerca del 75% de
los 4cidos grasos microbianos presentes en el rumen
pueden ser de origen protozoario, por tanto, toma
relevancia la hipotesis que presenta a los protozoos
como una importante fuente de CLA y VA para el
rumiante (Devillard et al., 2006).

Diferentes estudios demuestran que los
protozoos ingieren cloroplastos, lo que explica
que la ingestion de cloroplastos ricos en AGP
contribuye al alto contenido de AGP en la estructura
protozoaria, en comparaciéon con la composicion
estructural de bacterias (Huws et al., 2009) (Figura
2).

Los resultados obtenidos por Or-Rashid et al.
(2007) mostraron que los protozoos ruminales
tienen los mas altos porcentajes de acidos grasos
monoinsaturados (AGM) totales, AGP n6 totales,
AGP n3 totales y CLA total (2.3, 3.9, 3.45 y 6.8
veces mas alto, respectivamente) comparado
con bacterias. Las bacterias a su vez, tienen mas
bajos niveles de isomeros de trans 18:1 que los
protozoos (3.6 y 9.7% del total de 4acidos grasos,
respectivamente). Entre todos los isémeros de
CLA el (C18: 2 n9) C18: 2 cis9, trans11 fue el mas
abundante tanto en bacterias como en protozoos.
Sin embargo, es de resaltar que la proporcion de
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cis9, transll en protozoos fue 8.6 veces mayor
que en bacterias. No esta claro por qué contienen
mayor cantidad de (C18: 2 n9) C18: 2 cis9, trans11
con relacién a bacterias, sin embargo, una hipdtesis
adicional a la que propone que los protozoos pueden
tener actividad desaturasa para convertir VA a CLA
cis9, transll, hace referencia a la incorporacion
protozoaria de (C18: 2 n9) C18: 2 cis9, trans11 CLA
desde bacterias simbiontes, las cuales isomerizan
AGI 18:2 (C18: 2 n9) C18: 2 cis9, cisl2 a (C18: 2
n9) C18: 2 cis9, transl1l CLA dentro de la célula
protozoaria, no obstante, no hay reportes que
demuestren esta actividad en protozoos (Or-Rashid
etal., 2007).

En este mismo estudio, después del (C18: 2 n9)
C18: 2 cis9, trans11 se obtuvo en mayor proporcion
los isomeros (C18: 2 n9) C18: 2 trans9, transll
CLA y (C18: 2 n10) C18: 2 trans10, trans12 CLA,
los cuales estuvieron presentes en bacterias y
protozoos; en concordancia observaron que los
protozoos contenian un mayor porcentaje de los
isomeros que el grupo bacteriano. Estos resultados
sugieren que la presencia de protozoos en el rumen
puede potenciarse, cuando se pretenda un mayor
suministro de CLA y otros AGI al intestino delgado
de rumiantes (Or-Rashid et al., 2007).

Hay suficientes estudios que sustentan el
alto contenido de VA en protozoos ruminales,
y dado que los protozoos pueden componer
aproximadamente la mitad de la biomasa
microbiana, esto sugiere que los protozoos ciliados
representan la mayor combinaciéon de AGP y
VA en el rumen (Huws et al, 2009). Or-Rashid
et al. (2007) encontraron en su estudio sobre
la composicion de 4cidos grasos en bacterias y
protozoos ruminales, que el VA contenido en las
células protozoarias era mas alto que en las células
bacterianas (6.6 vs 2.0% respectivamente, del
total de 4cidos grasos) (Or-Rashid et al., 2007).
Resultados similares fueron publicados por Yéafez-
Ruiz et al. (2006) y por Devillard et al. (2006).

La capacidad de los protozoos para engolfar
cloroplastos liberados por células de plantas les
han permitido contener una menor concentracion
de AGS (entre 22 y 35% de los 4cidos grasos
presentes en protozoos corresponden a 18:1, 18:2
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0 18:3) comparado con bacterias (entre 7 y 25%
de los é4cidos grasos presentes son 18:1, 18:2
6 18:3) (Yanez-Ruiz et al, 2006). Williams y
Coleman (1992) calculan que el 31% del volumen
total de Entodinium caudatum podria ser ocupado
por bacterias engolfadas, este hecho sumado a la
capacidad de los protozoos ciliados ruminales para
incorporar nutrientes en su estructura, sugiere que
parte de los AGS incorporados en la estructura
protozoaria estd relacionada con la predacion
bacteriana.

Resultados obtenidos por Devillard et al. (2006),
sobre la composicion de acidos grasos estructurales,
demostraron que la media del total de acidos grasos
de bacterias y protozoos fue similar (50 y 52.2 pg
de 4cido graso/mg proteina), respectivamente. No
obstante, los protozoos contienen mayor proporcion
de AGI que la mezcla de bacterias ruminales. La
media de la proporcion de AGI C:18 fue de 42% en
los 4cidos grasos de los protozoos con un rango de
40.8 a 43.3%, mientras que en bacterias fue del 11%
con un rango entre 9.3 y 12.7%. En concordancia,
los protozoos evidenciaron mayor concentracion de
AGM, principalmente 4cido oleico (C18: 1 n9) C18:
1 cis9 y VA, siendo de 3 a 4 veces mas alto que en
bacterias. Igualmente, se encontré que los protozoos
ciliados ruminales son mas ricos en LA y CLA que
las bacterias del rumen. El CLA alcanzo el 5% del
total de 4cidos grasos en células protozoarias, los
dos mayores isomeros de CLA en protozoos fueron
(C18: 21n9) C18: 2 cis9, trans11 y (C18: 2 n9) C18:
2 trans9, transll, y en contraste el CLA no fue
detectable en bacterias (Devillard et al., 2006).

Los resultados obtenidos por Varadyova et al.
(2008), son consistentes con los obtenidos por Huws
et al. (2009); Or-Rashid et al. (2007); Devillard et
al. (2006); Yanez-Ruiz et al. (2006), donde los
AGI, y principalmente el isomero (C18: 2 n9) CI8:
2 cis9, transl1-CLA y el VA estan presentes en
cantidades representativamente mads altas que las
contenidas en bacterias (Varadyova et al., 2008).

Variacion de AGI, CLA y VA en poblaciones de
protozoos ciliados ruminales. Se desconocen los
mecanismos por los cuales los protozoos ciliados
ruminales pueden almacenar AGI (Yafez-Ruiz
et al., 2006), a pesar de que en términos generales
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se refiere que los protozoos ciliados ruminales
contienen 2 a 3 veces mas AGI (incluidos CLA y
VA) que bacterias, en los analisis por especie se ha
identificado que los protozoos ruminales contienen
diferente composicion y cantidad.

Devillard et al. (2006), evaluaron la composicion

de 4cidos grasos en Isotricha prostoma,
Diploplastron  affine, Ophryoscolex  caudatus,
Epidinium  ecaudatum  caudatum, Entodinium

caudatum, Diplodinium denticulatum, Entodinium
furca monolobum vy Entodinium nannellum. Las
especies grandes fibroliticas como Epidinium
ecaudatum caudatum contienen mas de 10
veces CLA y VA que las especies mas pequeiias,
incluyendo Entodinium nanellum. La proporcion
de AGI en el total de &cidos grasos varid entre
el 28.7 y 48.8%, con diferencias entre especies,
particularmente evidente por los porcentajes de
CLA y VA. Todas las especies contienen VA, pero
el CLA fue indetectable en I. prostoma, E. nanellum
y E. furca monolobum. El porcentaje de CLA estuvo
generalmente acompafiado por un alto porcentaje
de VA. El contenido de CLA y el VA de los lipidos
protozoarios fue menor en las especies pequeias
que en las grandes, excepto en I prostoma. Parece
ser, que la concentraciéon de CLA y VA en los
lipidos protozoarios esta relacionada con el tamafio
de las células protozoarias, con excepciéon de I
prostoma. Este protozoario fue el unico holotrico
investigado en este estudio y a pesar, de su gran
tamafio y por lo general alto contenido de AGI, ya
reportados por Harfoot (1978), en concentraciones
similares a las presentes en entodiniomorfos, este
protozoo en el estudio de Devillard presentd baja
cantidad de VA y concentraciones indetectables de
CLA (Devillard et al., 2006).

En general se observa que la capacidad de los
protozoos para almacenar 4cidos grasos depende
de la combinacion de diferentes factores: especie,
tamafio, nivel de incorporaciéon de acidos grasos
no esterificados a lipidos celulares, presencia
de material particulado, nivel de hidrogenacion
de AGI y relaciones simbiodticas con bacterias
ruminales. Es de resaltar como los AGI parecen
ser protegidos parcialmente de la biohidrogenacion
por su incorporacion dentro de los fosfolipidos
microbianos (Yafiez-Ruiz et al., 2006).

Asimilacion de dcidos grasos de la dieta por
protozoos ciliados del rumen. La adicion de lipidos
a la dieta, especialmente acidos grasos libres (50
al 100%) incrementa el contenido de acidos grasos
en protozoos. Esto es debido a la incorporacion
directa de acidos grasos dentro de los protozoarios,
los cuales pueden ser mucho mayores que los
generados por sintesis de novo (Doreau y Ferlay,
1995), estos datos coinciden con los obtenidos
por Or-Rashid et al. (2007). Se conoce poco sobre
la manipulacion de la composicion de los acidos
grasos en protozoos. Se considera que segun el
tipo de lipidos aportados en la suplementacion
varia el metabolismo lipidico. Se ha reportado que
la suplementacion con aceite de grano de soya, el
cual incrementa la concentracion de 4cido linoleico
en la fraccion de acidos grasos libres, pero no en
la fraccion fosfolipidica. Basados en estos datos,
se cree que la gran incorporacion de 4cidos grasos
depende de su naturaleza, y que el incremento en la
concentracion de acidos grasos modifica la fraccion
de 4cidos grasos libres, que forma los lipidos de
almacenamiento (Doreau y Ferlay, 1995).

La habilidad de las bacterias y protozoos
ruminales para incorporar dentro de la célula
microbiana 4cidos grasos provenientes de la
dieta, con el fin de evitar la sintesis de novo desde
precursores de 4cidos grasos de cadena corta ha
sido referida previamente por Erwin et al. (1963);
Marwaha et al. (1972); Wu y Palmquist (1991).
Es claro, que el ritmo de incorporacion de acidos
grasos a lipidos celulares, es fundamental para
la proteccion de los AGI de la biohidrogenacion
(Varadyova et al., 2008); pues, se ha sugerido que
so6lo una pequeia porcion de (C18: 2 n9) CI18: 2
cis9, trans11-CLA escapa a la biohidrogenacion
bacteriana en el rumen (Dhiman et al., 2005).

Véradyova et al. (2008), en sus experimentos
encontraron que los AGI, especialmente VA
y (C18: 2 n9) C18: 2 cis9, transl1-CLA en el
control y en todas las dietas fueron mas altos en la
fraccion protozoaria que en la fraccion bacteriana;
estos hallazgos concuerdan con los obtenidos
por Devillard et al. (2006) quienes sugieren dos
mecanismos para la incorporacién de VA dentro de
la célula protozoaria: el primero hace referencia a
que los protozoos ruminales tienen actividad delta
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11-desaturasa por conversion del acido esteérico a
VA 'y el engolfamiento de VA asociado con consumo
de particulas del alimento y células bacterianas
(Or-Rashid et al, 2007; Yanez-Ruiz et al, 2006),
el segundo, sugiere que los protozoos no forman
VA y CLA desde los 4cidos estedrico y linoleico
de la digesta ruminal mezclada, sugiriendo que
los protozoos incorporan CLA y VA formado por
bacterias. Adicionalmente, Yafez-Ruiz et al. (2006)
citados por Varadyova (2008) sugieren que el alto
contenido de VA en los protozoos ruminales resulta
de la sintesis de novo de é4cidos grasos de cadena
larga C18 y la subsecuente desaturacion a Cl18:1
(Varadyova et al., 2008).

Flujo de protozoos al duodeno

El material celular microbiano que fluye al
duodeno desde el rumen es una importante fuente
de nutrientes para el rumiante. Comunmente,
la contribucién del material celular microbiano
ha sido principalmente considerada en términos
de suministro de nitrogeno; sin embargo, las
células microbianas constituyen una proporcion
significativa de los 4cidos grasos que salen del
rumen (Yafiez-Ruiz et al, 2006), fluyen y son
absorbidos en duodeno (Yanez-Ruiz et al., 2006;
Huws et al., 2009). En este sentido, son necesarios
estudios para caracterizar la composicion de acidos
grasos de protozoos individuales y el desarrollo de
primers especificos para cuantificar las especies en
las muestras duodenales (Yafiez-Ruiz et al., 2006).

Dietas 'y perfil de acidos grasos. La
biohidrogenacion ruminal y el flujo a duodeno en
tres vacas Holstein fueron evaluados utilizando
tres dietas; la alimentacion con aceite de pescado,
resultd en un flujo més bajo de 4cidos grasos totales
comparado con las dietas suplementadas con aceite
de semilla de lino o aceite de girasol. El balance
ruminal (ingesta - flujo duodenal) del total de 4cidos
grasos fue 17 g/d con aceite de pescado, 35 g/d con
aceite de semilla de lino y 143 g/d con aceite de
girasol. El flujo a duodeno de isomeros de CLA (18:2
conjugado), se comportd de forma similar siendo
en los animales alimentados con aceite de girasol,
el mas alto valor del flujo total de CLA (en gramos
por dia), con valores de 8.3, 6.9 y 4.01 para los
animales alimentados con aceite de girasol, aceite de
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la semilla de lino y aceite de pescado, respetivamente
y valores del flujo a duodeno de (C18: 2 n9) C18: 2
cis9, transl1 de 0.22, 0.13 y 0.06 para los animales
en el mismo orden. Los isomeros de (C18: 1 nll)
C18: 1 trans 11 bajo las mismas dietas, presentan un
flujo a duodeno con valores mas altos en los bovinos
alimentados con aceite de pescado, en donde se
obtuvo una cantidad de 12.7, 10.8 y 9.03 (gramos
por 100 g de acidos grasos totales) para los bovinos
Holstein alimentados con aceite de pescado, aceite de
la semilla de lino y aceite de girasol, respectivamente
(Loor et al., 2005).

El incremento en el numero de protozoos
obtenido en el estudio, puede haber reducido las
concentraciones de especies de bacterias que llevan
a cabo el proceso completo de biohidrogenacion.
Es posible que la incorporacion directa de acidos
grasos insaturados por protozoos ciliados disminuya
la exposicion de estos acidos grasos a bacterias
ruminales y por tanto a la biohidrogenacion (Loor et
al., 2005). No obstante, son necesarios mas estudios
que brinden mdas evidencia de esta alternativa
bioldgica aprovechada por los protozoos ciliados del
rumen.

Aparentemente, la digestibilidad intestinal de
la mayoria de isdmeros parece ser proporcional a
su flujo intestinal. La inhibiciéon de la reduccion
de trans-18:1 a 18:0 por el aceite de pescado
podria estar relacionada con el mayor nimero
de protozoos ruminales o los efectos toxicos del
acido eicosapentaecnoico (EPA C20: 5 n3) y el
acido docosahexaenoico (DHA C20: 6 n3), que a
su vez pueden disminuir las concentraciones de
bacterias ruminales asociadas no sélo con el paso
final de reduccion, sino con el proceso completo
de biohidrogenacion (Loor et al, 2005). Se ha
encontrado que con el incremento en el nimero de
protozoos disminuye la biohidrogenacién completa,
por lo que disminuye el 4cido estearico (Yafiez-Ruiz
et al., 20006).

El paradigma de la retencion selectiva de
los protozoos ciliados ruminales. Devillard et
al. (2006) encontraron en sus experimentos con
fracciones bacterianas y protozoarias que el CLA y
VA contenido en las células protozoarias son de 3
a 4 veces mas alto que el encontrado en bacterias,
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proponiendo que los protozoos pueden también
representar una importante proporcion de CLA y VA
en el rumen (Devillard et al., 2006). Sin embargo,
algunos autores como Dehority et al (2003) y
Firkins et al. (1998) han manifestado la dificultad
para calcular la contribucion de los protozoos al
flujo de acidos grasos al duodeno, conservandose
la hipotesis, sustentada por estudios de hace varias
décadas que aceptaban la retencion selectiva
ruminal de protozoos regulados por mecanismos de
migracion secuestro que dependen de quimiotaxis,
en donde el flujo a duodeno no refleja siempre las
concentraciones ruminales, sin embargo, se ha
reconocido que la investigacion acerca del flujo
protozoario ha sido obstaculizada por la carencia de
marcadores apropiados para medir el flujo (Yanez-
Ruiz et al., 2006).

Segun los hallazgos de estudios de mas de
una década, reportados por Devillard, 2006; los
protozoos ciliados especialmente los holotricos
son retenidos selectivamente dentro del rumen
por mecanismos de migraciébn secuestro que
dependen de quimiotaxis, lo que en consecuencia
representaria que la biomasa protozoaria que
alcanza el duodeno es proporcionalmente mas baja
que la que podria esperarse si ellos tuvieran un flujo
como el resto de la digesta ruminal; asi, potenciar el
flujo de protozoos al duodeno, mientras se mantenga
estable el nimero de estas poblaciones en el rumen,
puede ser beneficioso para potenciar los AGP y
el contenido de VA en carne y leche (Huws et al.,
2009).

Recientes observaciones hechas por Devillard
et al. (2006) sugieren que los protozoos pueden
jugar un papel importante proporcionando altas
concentraciones de VA y CLA comparados con
bacterias. Estos hallazgos han sido confirmados por
Yénez-Ruiz et al. (2006), usando PCR en tiempo
real para cuantificar los protozoos ruminales,
permitiendo estimar que los protozoos constituyen
entre el 30 y 43% del CLA y 40% del VA que
alcanza el duodeno (Yéafez-Ruiz et al, 2007)
(Figura 2), y tan sélo un 10% de 18:0 y 20% de 16:0
que pasa a duodeno (Yafiez-Ruiz ef al., 2006).

La biologia molecular como herramienta en el
estudio de la microbiologia ruminal

La implementacion de técnicas de biologia
molecular ha permitido un avance significativo en
el estudio del flujo de protozoos al duodeno. Por
analisis del gradiente de desnaturalizacion en gel de
electroforesis compararon la diversidad protozoaria
entre las muestras de rumen y duodeno de seis
bovinos Hereford x Friesian. El juego de primers
utilizado produjo 21 bandas diferentes. Cada
patron de banda obtenida de la muestra de rumen
fue encontrado en la muestra duodenal del mismo
animal, lo que representa la misma distribucion
de especies protozoarias en muestras de rumen
y duodeno, estos resultados demuestran un flujo
continuo sin retencion selectiva (Yanez-Ruiz et al,,
2006).

Varios estudios han demostrado el poco
fluyjo de CLA fuera del rumen. El flujo de VA al
duodeno ha sido reportado como 20 veces mayor
que el flujo de CLA en bovinos alimentados con
dietas tipicas (Yafez-Ruiz et al., 2007). Se puede
especular que los AGI de la dieta pueden ser
parcialmente protegidos de la biohidrogenacioén por
la incorporacién dentro de fosfolipidos estructurales
de protozoos. Dado que los protozoos componen
aproximadamente la mitad de la biomasa ruminal,
esto sugiere que los protozoos ciliados representan
el mayor recurso de AGI en el rumen como
resultado de su capacidad de almacenamiento.
Esto, se sustenta en los resultados de Yafiez-Ruiz
et al. (2006), los cuales muestran que los protozoos
pueden hacer mayor contribuciéon al flujo de AGI
desde el rumen (30-50% de los acidos grasos que
entran al duodeno son de origen protozoario) que
al fluyjo de AGS (10-20%); Aunque se ha logrado un
avance en el conocimiento sobre la funcion de los
protozoos ciliados ruminales en la sintesis de CLA,
utilizando novedosas alternativas metodoldgicas que
han marcado diferencia con la investigacion de hace
algunas décadas, un solo estudio no permite teorizar
sobre esta alternativa bioldgica; y consideramos
que son necesarias mas investigaciones que brinden
evidencia para poder confirmar estas hipdtesis
(Yafiez-Ruiz et al., 2007).
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El conocimiento del flujo de protozoos desde el
rumen al duodeno, parece estar condicionado por el
desarrollo de metodologias que permitan minimizar
el porcentaje de error en la cuantificacion de estos
microorganismos o componentes de ellos. La
mayoria de los estudios sobre el flujo de protozoos
al duodeno, se han enfocado en el flujo de proteina
microbiana, siendo considerados los protozoos
un problema para el aporte de proteina desde el
rumen al hospedero rumiante; muchos de estos
articulos tienen varias décadas y varios de los datos
aportados por estos estudios se han establecido en
el tiempo. Estos autores refieren en sus estudios que
parte de la aparente ineficiencia en el crecimiento
microbiano, y por lo tanto de la disponibilidad de
proteina microbiana al animal, puede ser atribuida
al reciclaje de células microbianas en el rumen
(Nolan y Leng, 1972). Weller y Pilgrim (1974);
Minor et al. (1977); Harrison et al. (1979) afirman
que la aparente retencion de protozoos ruminales
y el incremento del flujo de la proteina microbiana
al duodeno en ovejas defaunadas (Linsay y Hogan,
1972), junto con observaciones significativamente
cuantitativas de engolfamiento de bacterias por
protozoos sugieren que una gran poblacion de
protozoos puede conducir a un bajo ritmo de sintesis
de proteina microbiana o un bajo ritmo de flujo al
intestino delgado o ambos (Leng, 1982).

En los primeros estudios Coleman et al. (1980),
utilizaron protozoos marcados con colina “C para
estudiar su flujo fuera del rumen. Leng et al. (1981)
usaron técnicas similares para estudiar el reciclaje
de grandes protozoos en ganado alimentado con
dietas basadas en cafia de aztcar, obteniendo como
resultado un flujo aparentemente muy lento. En los
estudios presentados, sobre el reciclaje de pequefios
protozoos (gran parte de Entodinium) en el rumen
de ovejas ha sido estimado el uso de procedimientos
con dilucion de isétopos. Los protozoos marcados
con "“C colina in vitro fueron introducidos dentro
del rumen de ovejas y la radioactividad especifica
de protozoos en el rumen fue determinada a los
dos y tres dias. La pérdida de radioactividad por
metano y el flujo dentro del abomaso en la digestion
fueron también estimados. Aunque los aparentes
ritmos de sintesis de proteina protozoaria fueron
relativamente més altos que en los estudios previos
por Leng et al (1981), aproximadamente una
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tercera parte de los protozoos marcados fluyeron
al abomaso en la digestion. Aproximadamente el
65% de la radioactividad se perdid por el metano,
probablemente como resultado de la fermentacion
de protozoos que murieron. Las conclusiones
propuestas por los investigadores indican que
la contribucion de los protozoos a la proteina
microbiana que pasa a abomaso es pequefia y una
gran proporcion de los protozoos aparentemente
muere y son degradados en el rumen (Leng et al.,
1981).

Leng, (1982) estudiaron el ritmo de
incorporacion de '“C colina dentro de los protozoos;
encontrando una incorporaciéon rédpida, pero, en
contraste, a los resultados obtenidos con los grandes
ciliados en bovinos con dietas basadas en cafia de
azucar, la colina fue también rapidamente perdida
desde el fluido ruminal. El metano del medio de
incubacién fue encontrado como radioactivo,
indicando que este fue el principal producto final de
la fermentacion de la colina (Leng, 1982).

En otro ensayo del mismo estudio, los protozoos
marcados con colina “C, murieron, sometiéndolos
a 4°C por 12 horas. Cuando estos fueron incubados
con el fluido ruminal o inyectados dentro del
rumen su radioactividad fue rapidamente perdida
por metano. La radioactividad retenida en los
protozoos vivos, cuando los protozoos muertos
fueron incubados in vitro fue de aproximadamente
el 10% de la radioactividad agregada, sugiriendo
que los protozoos vivos rescatan colina desde
los protozoos muertos, pero no retiene el “C de
restos de protozoos muertos. Esto se soporta en
estudios in vivo, en los cuales una proporcion
pequeiia de radioactividad desde protozoos
muertos fue aparentemente reincorporada dentro
de las poblaciones residentes (Leng, 1982).
Sin embargo, si algunos de los componentes
estructurales protozoarios como los acidos grasos
no son rdpidamente degradables en el rumen y
no son reciclados por otros protozoarios, deben
pasar a duodeno. El hecho de que los resultados
obtenidos por Yafez-Ruiz en 2007 basados en
técnicas moleculares no sean concordantes con
los obtenidos por Leng (1982), permiten generar
hipotesis acerca de la participacion benéfica de los
protozoos ciliados ruminales en el metabolismo
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de 4cidos grasos de importancia en la produccion
de rumiantes. Sin embargo, son necesarios mas
estudios que permitan confirmar esta hipdtesis.

Conclusiones

Aunque los protozoos participan en el proceso
de biohidrogenacion, lo hacen de forma mucho
mas eficiente incorporando los 4cidos grasos de
mayor valor nutritivo a su gran biomasa. El estudio
del flujo de protozoos ciliados ruminales, no debe
centrarse en que los protozoos ruminales pasen
a intestino delgado en completa integridad, seria
mejor considerar, el paso de sus componentes
estructurales y su contenido microbiano en forma
de nutrientes aprovechables por el rumiante. Las
nuevas metodologias basadas en el estudio de
los 4cidos nucleicos han permitido avanzar en el
esclarecimiento de la funcion de los protozoos en
el metabolismo y aporte de lipidos al rumiante. Los
protozoos ciliados ruminales usando alternativas
biolégicas como la isomerizacion, incorporacion
de CLA y VA en los fosfolipidos estructurales
y su flujo a duodeno, se proponen como los
microorganismos mas benéficos para la sintesis
de acido linoleico conjugado de origen ruminal.
Es necesario estudiar la funcion que cumple
cada especie y la interaccién entre las diferentes
poblaciones en el metabolismo de acidos grasos.
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