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RESUMEN

El objetivo general de la presente investigacion fue evaluar el efecto del uso del nopal
como complemento alimenticio en la dieta de vacas lecheras de raza Holstein sobre la
produccion lactea (PL) y calidad fisicoquimica y microbioldgica de la misma, asi como de
su subproducto (queso fresco). Adicionalmente, se evaluaron tres técnicas de extraccion de
ADN microbiologico (DNAzol, enzimética y combinada) a partir de muestras de leche y de
queso fresco para determinar una tecnica viable de extraccion que permitiera futuros
analisis moleculares para la evaluacion de la calidad microbioldgica de productos lacteos, a
partir de amplificaciones del ADN obtenido. Para ello, se midio la produccion de leche a un
grupo de vacas lecheras complementadas en su dieta con nopal (n=5) y a otro grupo testigo
(n=5), se realizaron mediciones diarias durante 29 dias; en los dias 0, 7, 15 y 29 se llev6 a
cabo la manufactura de queso fresco a partir de 500 ml de la leche de cada animal,
adicionalmente se realiz6 andlisis fisicoquimico a las muestras de leche mediante
ultrasonografia. Los datos fueron analizados con la metodologia de modelos mixtos con
mediciones repetidas (SAS, 2000). Las diferencias estadisticas entre tratamientos se
obtuvieron mediante el método de medias de minimos cuadrados (SAS, 2000). Los
resultados mostraron diferencias (p<0.05) a partir del dia 16 de PL entre los grupos, con un
promedio de 1.8 litros de leche méas para el grupo 2. Para la calidad fisicoquimica de la
leche no se encontraron cambios significativos (p>0.05) entre grupos. Se observo
diferencias (p<0.05) entre las UFC de bacterias mesofilas aerobias en leche y queso. El
promedio para leche fue de 3.07/ml y 2.4/ml y para queso de 3.6/g, y 3.3/g para el grupo 1
y 2 respectivamente. Se aisl6 una mayor cantidad de ADN de leche en la técnica enzimatica
y la combinada comparada con la técnica utilizando DNAzol, y para el caso de las muestras
de queso se aislo mayor cantidad de ADN en la técnica enzimatica (P<0.05). Respecto a la
pureza, la técnica combinada fue de la que se obtuvo ADN mas puro para ambas muestras
(P<0.05). Como conclusion se puede establecer que la complementacion de nopal a la
dieta de vacas aumenta la produccion de leche, y mejora su calidad sin cambios
fisicoquimicos de la leche y que un método enzimatico o combinado es efectivo para aislar

ADN de muestras lacteas para futuros andlisis de calidad microbioldgica.

Palabras claves: calidad de la leche, opuntia, poblaciones microbianas, ADN, extraccion.



ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate nopal as a dietary supplement for Holstein cows
and to determine its effects on milk yield, as well as, in the physicochemical and the
microbiological quality of raw milk and fresh cheese. In addition, three microbiological
DNA extraction techniques were evaluated (DNAzol; enzymatic and combined), from milk
and fresh cheese samples, in order to determine the most feasible technique which allowed
for future evaluation of dairy products, from DNA amplifications. For this purpose, there
were used milk yield sample determinations from a group of cows supplemented with nopal
(n=5), and from other equal size group, which was considered as a control one, receiving a
conventional diet. There were daily measurements for a 29 days period; during days 0, 15
and 29 d, cheese was made from 500 ml milk from each cow. At the same time,
ultrasonography measurements of physicochemical analysis were made. The data were
analyzed through mixed models methodology with repeated measurements. Statistical
differences between treatments means were estimated by using the least squares means.
Results showed statistical differences between groups for milk yield (p <0.05) beyond day
16, with an average of 1.8 more liters of milk for group 2. For the physicochemical milk
quality, no significant changes were found (p > 0.05) between groups. Statistical
differences (p <0.05) were observed among the counts of aerobic mesophilic bacteria from
milk and cheese. The average for milk was 3.07/ml and 2.4/ml and for cheese 3.6/g, and
3.3/g for groups 1 and 2 respectively. A higher amount of milk DNA was isolated by using
the enzymatic and combined technique compared to DNAZzol. For the case of the cheese
samples more DNA was isolated by using the enzymatic technique (P <0.05). Regarding
purity, the combined technique gave the best DNA for both samples (P <0.05). In
conclusion, it can be established that cactus supplementation to cow’s diet increases milk
production and improves its quality without changes in the physicochemical parameters, on
the other hand, an enzymatic or combined methodology is effective for DNA isolation from

milk samples for future analysis of microbiological quality.

Key words: milk quality, opuntia, microbiological populations, DNA, extraction.



1. INTRODUCCION

La ganaderia en México se ha ubicado a través de los afios como una de las actividades
econdmicas mas importantes del pais. Dentro del sector productor de bovinos, los
productores que habitan en zonas rurales, utilizan como sistema de produccion el pastoreo
extensivo con poca o nula tecnificacion, o sistemas semi-intensivos donde se aprovechan
zonas de agostadero para la alimentacion de los animales durante las épocas de crecimiento
de forraje o en otros casos la utilizacion de esquilmos agricolas. Este escenario se puede ver
en el estado de Michoacéan, donde a pesar de que la ganaderia constituye una de las tres
principales actividades econdmicas, se enfrenta a un problema fundamental que afecta
negativamente al desarrollo de este sector. Durante la época de estiaje en las zonas rurales
de Meéxico, los sistemas de bovinos productores de leche se enfrentan a fluctuaciones
frecuentes en la cantidad y la calidad de los forrajes (Ortega et al. 2010), debido a la
precipitacion pluvial. Por lo tanto, en zonas con estiaje prolongado la escasez del pasto
nativo se acentda y por lo regular sélo hay disponibilidad de esquilmos agricolas para
pastoreo (Espinosa et al. 2007). Por tanto, en los sistemas de produccién de tipo extensivo
o semiintensivo, (Reveles et al. 2010) determinaron que este factor (estiaje prolongado)
incide en el comportamiento productivo de los hatos al presentarse variabilidad en la
cantidad y calidad de los insumos que se proporcionan al ganado, afectando la rentabilidad

de los sistemas de produccion lecheros.

Ante esta situacion se hace necesaria la evaluacion e implementacion de forrajes
alternativos de tipo autoctono que permitan mejorar la productividad y por tanto los
ingresos a los productores y que ademas permitan una restauracion de los suelos y mejor
aprovechamiento del agua. Algunos productores han intentado resolver la problemaética de
la alimentacion del ganado recurriendo a la utilizacién de forrajes alternativos autoctonos,

entre los cuales destaca la presencia de las especies del género Opuntia spp.
1.1 Generalidades del género Opuntia

Opuntia representa a un género de las cactaceas que incluye alrededor de 300 especies,
cuya clasificacion taxonémica ha resultado complicada debido a la poliploidia; asi como a

la existencia de numerosos hibridos interespecificos (Reynolds y Arias, 2003).



La evolucién de los miembros de los subgéneros de Opuntia en ambientes aridos y
semiaridos ha conducido al desarrollo de diversas caracteristicas de adaptacion anatomica,
morfologica y fisiologica, resultando en particularidades tal y como fueron descritas por
Sudzki Hills (1995), dentro de las que destacan la reproduccion asincronica, el metabolismo
del &cido crasulaceo y la suculencia (principal caracteristica morfologica de los nopales y
en general de las cactaceas), la cual segun Bravo (1978), se debe a la necesidad de
modificar su estructura y funcionamiento para la conservacion interna de la humedad (Ver

seccidn Ecofisiologia de Opuntia).

El nopal (Opuntia spp.) es un recurso forrajero que se encuentra ampliamente distribuido en
el pais y se presenta abundancia de diferentes especies, en México se localizan 61 géneros
de los 92 que existen en América del Norte y esto lo ubica como centro de diversidad
(Bravo, 1978). El nopal forrajero representa un recurso alimenticio idoneo para la
complementacién en la alimentacion de bovinos por poseer las cualidades: capacidad de
produccién de cladodios o pencas, fuente barata de alimentacion, forraje fresco, palatable y
susceptible a explorarse durante todo el afio (Carranza, 2001; Flores, 2004; Ramirez, et al.
2007). Lo caracteriza su amplia produccién de biomasa, disponibilidad de almacenamiento
en graneros, es capaz de desarrollar elevada productividad en regiones que poseen estrés
por agua, ayuda a combatir la erosion y por sus cualidades nutritivas: contenido de 80-95%
de agua, 3 a 5% de proteina, 1.76% de grasa cruda, 9.18% de fibra, 69.95% de extracto
libre de nitrégeno (E.L.N.); concentraciones altas de carbohidratos solubles y calcio,
ademas la especie de nopal forrajero Opuntia ficus-indica cuenta con el mayor indice de

crecimiento, mayor distribucién y sus pencas maduras no poseen espinas.

1.2 Propiedades nutricionales del nopal para su utilizacion como forraje

El nopal como recurso forrajero para la alimentacion del ganado productor de leche
promete ser una opcion sustentable. Sin embargo éste no representa a un alimento
balanceado (debido al bajo contenido proteico, de fosforo y sodio), por tanto debe ser parte
de la dieta y no fuente Unica nutritiva, debe complementarse con otros insumos ricos en
proteinas, fibra, energia y minerales, (maiz, alfalfa, avena, harinolina, silo y rastrojo) ya
que de ser utilizado como Unico alimento, la cantidad suministrada tendria que ser muy
grande (Azédcar, 2003).



En estudios bromatoldgicos, el nopal ha demostrado ser un alimento que suministra 2.25
mcal/kg, lo que lo hace un alimento energético, esto en comparacion con otros forrajes
como el heno de alfalfa (2.52 mcal/kg) o como el rastrojo de maiz (1.69 mcal/kg). En
cuanto a proteina cruda (PC) el nopal aporta un 3.5%, porcentaje inferior al que aporta el
rastrojo de maiz (4.5%) o al propio heno de alfalfa (18.8%); sin embargo, su contenido de
minerales es mayor: Calcio (Ca) 2.01% y Fosforo (P) 0.11%, mientras que el heno de
alfalfa y el sorgo aportan el 1.68 y 0.50% de Ca y 0.08 y 0.29% de P, respectivamente
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion quimica de los cladodios de nopal, heno de alfalfa y rastrojo
de maiz usados como suplemento alimenticio

Heno de Rastrojo de maiz? Cladodios de
alfalfal nopal*
Materia seca, MS (%) 93.06 86.5 15.04
Materia organica, MO (%) 88.75 84.4 90.00
Proteina cruda, PC (%) 18.86 4.5 3.51
Energia metabolizable, EM 2.52 1.69 2.25
(mcal/kg)
Ca™ (%) 1.68 0.50 2.01
P (%) 0.29 0.08 0.11

Fuente: Azdcar y Rojo, 1991%; Maynar, 19892,

Cabe mencionar que a pesar de que el nopal posee bajo contenido de fibra, éste nivel se
mantiene de la misma manera en la fraccion de lignocelulosa. Se sabe que elevados niveles
de ésta son responsables de disminuir la digestibilidad, por lo tanto se espera que los
cladodios de nopal posean una mayor digestibilidad en comparacion con otros forrajes
(Nefzaoui y Salem, 2003) (Cuadro 2).

Mientras que en algunos forrajes ampliamente utilizados en la alimentacién de bovinos, la
degradacion potencial en el rumen a menudo se alcanza a las 48 horas, en el caso del nopal
se lleva a cabo de una manera méas rapida (entre 6-8 horas). Por tanto la materia seca del
nopal permanece en el tracto gastrointestinal sélo por un corto tiempo, permitiendo un

mayor volumen disponible en el rumen y un reflejo menor de llenado para la ingesta de



una mayor cantidad de forrajes, por lo tanto el incremento de este insumo en la dieta no

reduce la ingesta de los otros componentes de la racién (Nefzaoui y Salem, 2003).

Cuadro 2. Promedio de fibra detergente neutra (NDF), fibra detergente acida (ADF),
hemicelulosa, celulosa y contenidos de lignina (% de MD) de algunas especies de
Opuntia

Especies NDF ADF Hemicelulosa Celulosa Lignina
Alfalfa (ref. sp.) 4515 29.91 15.24 21.49 7.93
O. engelmannii 31.18 11.29 19.88 7.95 2.89
O. filipendula 3330 1531 17.99 10.49 3.97
O. versicolor 39.85 18.98 20.87 13.73 3.86
O. polyacantha 31.16 1842 12.74 12.69 4.79
O. fragilis 35.08 1547 19.61 10.97 3.91

Fuente: Ben Thlija, 1987.

En cuanto al contenido de cenizas en el nopal, se tiene informacion de que es elevado (10-
25%), cualidad debida probablemente a sus elevados niveles de calcio, la mayoria de las
especies de Opuntia poseen contenidos de fosforo menores a los requeridos por los
animales. Las elevadas cantidades de calcio contenidas en las pencas se deben a que la
deficiencia de agua en las zonas aridas o semi-aridas provoca que éste forraje acumule
grandes cantidades de solutos de Calcio, lo cual permite que la planta extraiga por 6smosis
la mayor cantidad de agua posible. EI contenido de Calcio por tanto es mas elevado que los
requerimientos de los animales; sin embargo, no representa problematica un exceso de éste
en la dieta, pero cabe destacar que una relacion calcio/fésforo no balanceada debe ser

corregida (Nefzaoui y Salem, 2003).

Los otros minerales requeridos en la dieta (manganeso, cobre, zinc, magnesio y hierro) se
encuentran en niveles aceptables en las dietas en rumiantes, excepto para el caso del sodio

el cual se encuentra en niveles por debajo de lo requerido (Shoop et al. 1977).

Opuntia ha llegado a captar especial interés en la alimentacion de rumiantes, por las
cualidades nutritivas descritas, ademas de poseer la cualidad de convertir el agua en
materia seca y eventualmente en energia digestible, cualidad que puede aprovecharse en
los tiempos de sequia por proveer dichos nutrientes, motivo que ha sido de interés para su



utilizacion como forraje, no sélo en bovinos sino en otras especies como cerdos y ovinos
(Mendoza 2015).

1.3 Comportamiento productivo y cambios cualitativos en leche y los productos

lacteos como consecuencia de la complementacion con nopal en la dieta de bovinos

Garcia et al (2005) determinaron que al complementar la dieta de los bovinos con Opuntia,
se incrementa no solo la produccidon de leche, sino que mejora la calidad y vida de almacén
de los subproductos lacteos. Lo que concuerda con las nuevas investigaciones en donde se
ha demostrado que la utilizacién del nopal (Opuntia ficus-indica) en la complementacion
de dietas para bovinos productores de leche es una alternativa viable para evitar los efectos
detrimentales en la época de estiaje (Ortiz et al. 2010). Asi mismo, se ha corroborado un
aumento sobre la produccion lactea utilizando 12 kg de nopal en base fresca como
complemento de la dieta de los bovinos durante esta época y en sistemas familiares (Ortiz
et al. 2012).

Estudios preliminares (Ortiz et al. 2010) también demostraron que el suministro de nopal
en la dieta de bovinos productores de leche, modifica las propiedades de cuajado y textura
en el queso fresco que se obtiene a partir de ella. Aparentemente, esta modificacion no se
debe a las caracteristicas bromatoldgicas de la leche (Ver cuadro 3). Al estudiar la carga
microbiana de mesofilos totales y coliformes totales en la leche y en el queso fresco se
observd una reduccién en ambos indicadores para los lacteos obtenidos de vacas
alimentadas con nopal (Ver cuadro 4). Por lo anterior, la inclusion del nopal en la dieta
puede disminuir la carga microbiana en el queso fresco y posiblemente modificar el tipo de
poblaciones microbianas presentes, ya que en la elaboracion del subproducto, ocurren
reacciones microbioldgicas naturales, donde los microorganismos reaccionan a los
nutrientes que la leche posee para llevar a cabo su metabolismo y dar como resultado un
cambio en las caracteristicas del producto (coagulacion enzimatica, separacion proteica,

remociédn de carbohidratos, fermentacion, oxidacion de lipidos, etc.).



Cuadro 3. Caracteristicas organolépticas y composicion nutrimental de leche de vacas
alimentadas convencionalmente y con nopal

COMPONENTE LECHE (VACAS LECHE (ALIMENTACION
COMPLEMENTADAS CON NORMAL)
NOPAL)
COLOR BLANCO AMARILLENTA DEBIL BLANCO AMARILLENTA
OLOR INODORA CARACTERISTICO
SABOR NORMAL NORMAL
ASPECTO NORMAL NORMAL
DENSIDAD 1.025 1.026
ACIDEZ 15 16
SOLIDOS TOTALES (en g %) 11.12 10.73
SOLIDOS NO GRASOS (en g %) 8.12 7.73
GRASA (en g %) 3.0 3.0
CENIZAS (g %) 0.69 0.83
PROTEINA (g %) 2.49 2.66
LACTOSA (g %) 3.00 3.86

Fuente: Ortiz et al. 2010

Cuadro 4. Medias de minimos cuadrados para las unidades formadoras de colonias
(UFC) en leche y subproductos lacteos de acuerdo con la alimentacion de las vacas

Alimento Producto UFC e.e.

Con Nopal Leche 25.28 323.8
Subproductos lacteos 54.28 457.9

Sin Nopal Leche 144.02 345.9
Subproductos lacteos 1734.2° 346.0

ab = diferencias estadisticas (p<0.05) dentro de columna; e.e. = error estandar
Fuente: Ortiz et al. 2010

1.4 Microbiologia de la leche y queso

La leche cruda es un medio natural de crecimiento para los microorganismos (Robinson,
2002). La microbiota presente en la leche es variable respecto a las condiciones de manejo
que preceden, principalmente debidas a las condiciones sanitarias durante su recoleccién y
el manejo de la misma. El contenido de microorganismos en leche cruda determina su
calidad. Indica los niveles de higiene durante el ordefio como limpieza de utensilios y

equipo, asi como el estado de salubridad de la ubre de cada animal (Spreer, 1998).



Es importante el anélisis de los microorganismos presentes, pues de estos se pueden
analizar su utilidad y su propia capacidad de generar cambios en materia de calidad
sanitaria, asi como de alteraciones organolépticas en la leche y por consiguiente en los
productos lacteos o en su defecto por ser agentes causales de enfermedades en el
consumidor. De esta manera son numerosos los grupos de microorganismos que pueden
encontrarse en ella (bacterias, hongos e inclusive virus). Su presencia es debida a la
contaminacion inicial durante la produccion, colecta y manejo (Robinson, 2002).

De acuerdo con Celis y Juarez (2009), debido a la importancia en el ambito industrial
lacteo se pueden resumir algunos de los microorganismos generalmente encontrados en

ella y que alteran sus cualidades nutritivas y de sus productos:
A. Bacterias:

De acuerdo a su importancia (conformacional y de sanidad) se pueden conformar en dos
grupos: Bacterias lacticas y Bacterias coliformes. Dentro de ellas pueden encontrarse
bacterias Gram positivas y Gram negativas, siendo en las primeras las mas destacadas
dentro del grupo de las lacticas las de los géneros Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Lactobacillus, Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus, Aerococcus,
Tetragonococcus, Alloiococcus y Bifidobacterium. Estas poseen las propiedades de ser
anaerobias facultativas, mesofilas y termofilas; pueden ser homofermentativas
(generalmente el producto de su metabolismo es &cido lactico) o heterofermentativas (de las
cuales el producto de su metabolismo ademas de ser acido lactico, otros &cidos o gases). Su
importancia en la elaboracion de productos lacteos radica en su capacidad de fermentar
lactosa, lo cual resulta en una acidez importante para la coagulacion de la leche por efecto
en la coalescencia de las caseinas, por lo tanto son importantes en la textura y consistencia.
Ademas se involucran en el aporte de aroma y sabor por sus productos metabdlicos
(acetaldehido, diacetilo, acetoina, acetona, lactonas, &cidos volatiles, alcohol y gas).
También poseen efectos de preservacion por ciertas razones, como la capacidad de algunas
especies de producir bacteriocinas, la acidez producida inhibe el crecimiento de otras

especies y por la competencia de nutrientes.



Otro género bacteriano que posee importancia en la alteracion de la leche pero de manera
patégena son los micrococos, dentro de los cuales los més destacados son los Estafilococos,
microorganismos fermentadores causantes de diversas patologias como la mastitis (llega a
contaminar la leche) y diversas enfermedades transmisibles a humanos, entre ellas las
intoxicaciones alimentarias. EXxisten otros géneros que pueden llegar a presentarse mas que
en la leche cruda, en los productos lacteos como bacterias Clostridium, Bacillus y

Corynebacterium.

En el grupo de las bacterias Gram negativas, la familia de las enterobacterias son las mas
importantes, pues son encontradas en la leche y productos por contaminacién y pobres
condiciones higiénicas y su importancia radica en la alteracion que producen en la leche y
productos a nivel patoldgico y de calidad. Las que mas comUnmente se encuentran son
Escherichia coli, Enterobacter aerdgenes, Klebsiella, Citrobacter, Salmonella, Shigella,
Proteus, Serratia. Las pseudomonas son otro géenero importante, pues alrededor de un 50%
de la flora microbiana Gram negativa de la leche esta representada por éste. Poseen la
capacidad de ser psicrofilas, proteoliticas y lipoliticas por lo que juegan un papel

importante en la preservacion de los productos lacteos.

B. Levaduras:
En la leche pueden encontrarse especies como Candida cremoris y Saccharomyces lactis.
Algunas especies son utilizadas como cultivos lacteos para el afinado de los quesos
madurados (Penicillium candidum, Penicillium camemmberti y el Penicillium roqueforti).
1.5 Microbiologia y Biotecnologia
Los métodos de analisis molecular para estudiar las poblaciones microbianas contribuyen
de manera importante para identificar las especies que se pueden encontrar en los productos

lacteos asi como su calidad (Andriamahery et al. 2011). Ademés permiten identificar la

totalidad del microbioma existente en una muestra sin necesidad de realizar cultivos
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bacterianos, los cuales ademas de ser especificos para cada grupo y especie bacteriana, no

garantizan aislar la totalidad de la poblacion microbioldgica de una muestra.

La leche y los productos lacteos albergan un enorme reservorio de diversidad microbiana
fenotipica y genética, la cual puede tener amplios potenciales para aplicaciones
biotecnologicas (Wouters et al. 2002; Topisirovic et al. 2006; Van Hylckama Vlieg et al.
2006). Esta diversidad de microorganismos depende de las condiciones ambientales,
nutritivas, sanitarias y las que sean manipuladas para cuestiones industriales. Para el estudio
de la dinamica microbiol6gica existen numerosas técnicas de biologia molecular, donde, a
través de una muestra, se emplean métodos de “rastreo molecular” que permiten discernir
diferencias o composiciones discretas entre muestras de moléculas de complejidad variable.
Para el estudio de las poblaciones microbianas, las moléculas de complejidad variable
corresponden a las secuencias de los genes que codifican el ARN ribosomal, generalmente
el 16S de procariotes 0 18S de eucariotes. La técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) es una herramienta Util para evaluar cambios microbioldgicos (dinamicas
poblacionales), presencia de microorganismos metabdlicamente activos en el producto, lo
cual es de gran relevancia para poder afirmar qué micloflora se encuentra y bajo qué

circunstancias.

La extraccion de ADN es el primer paso y sumamente importante para el analisis
biomolecular de los microorganismos presentes en una muestra. No existe literatura
suficiente sobre extraccion de ADN de leche ni de comparaciones de métodos de extraccion
simultaneos (Psifidi et al. 2010). Los métodos mas comunes de extraccion de ADN de
muestras de leche y queso buscan eliminar primeramente el exceso de macromoléculas que
afectan la pureza del ADN a obtener (proteinas, carbohidratos y lipidos principalmente) con
métodos de lisis mecanica utilizando esferas de circonio seguido de tratamientos con
agentes caotropicos y enzimas para la disrupcion y desnaturalizacion de dichas
macromoléculas. Es importante determinar una técnica de extracciéon de ADN de muestras
lacteas a fin de establecer un protocolo efectivo que permita aislar el genoma de todos los
microorganismos presentes de una manera sencilla y eficaz para realizar posteriores

estudios moleculares que para el caso de estas muestras podrian ser metagenomicos,
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epidemioldgicos, librerias genéticas o especializados en el aislamiento de genes de algin
microorganismo en particular sin necesidad de realizar cultivos sobre todo para la

determinacion de la calidad.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La época de estiaje no permite contar con una produccion sostenida de forraje durante todo
el afio, por lo que la carencia de esta fuente de alimentacién para el ganado vacuno

representa un problema para los productores de las zonas rurales.

Ante la ausencia de recursos forrajeros en la gran mayoria de los sistemas extensivos y
junto con la problematica productiva y econdémica que trae consigo, se hace necesaria la
eleccion de alternativas que se basen en la suplementacién o complementacion de la

alimentacion en el ganado durante esas épocas criticas.

Esta complementacion servird para evitar la problemética que basicamente consiste en
afectaciones nutricionales (pérdida de peso, cambios en los indices de conversion
alimenticia, disminucion en la condicién corporal de los animales), reproductivos (efecto
negativo en la actividad ovérica de las vacas), productivos (disminucién en la produccién

de becerros y de leche), y por lo tanto econémicos.

El uso del nopal en combinacién con rastrojos supone una alternativa viable para
contrarrestar dicha problemética y proporcionar una buena calidad nutritiva, elevando asi
los parametros reproductivos y productivos de los animales. Aunado a esto, se mejora la
calidad de los subproductos lacteos al aumentar la calidad nutricional de la leche y asi
mismo las caracteristicas organolépticas. Es aqui donde se centra este estudio, en el
analisis microbioldgico de la leche y de un subproducto lacteo (queso). Posteriormente al
encontrar una metodologia adecuada para extraer el ADN de los microorganismos
presentes en leche y productos lacteos con técnicas sencillas y que permitan extraer el
genoma de los microorganismos, se podra en futuros estudios evaluar el comportamiento
de las poblaciones microbianas e identificar a los microorganismos involucrados sin

necesidad de cultivarlos.
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3. HIPOTESIS

El uso del nopal en la dieta de las vacas lecheras aumenta la produccion lactea y modifica

la calidad microbioldgica de la leche y sus subproductos.

4. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el impacto de la complementacion con nopal (Opuntia spp.) sobre la produccién y

calidad microbioldgica de la leche y su subproducto (queso).
OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1. Determinar y evaluar la produccion de leche en vacas lecheras complementadas con

nopal versus vacas alimentadas convencionalmente.

2. Comparar la calidad microbiol6gica y bromatologica de la leche y subproducto de

vacas complementadas con nopal versus vacas alimentadas convencionalmente.

3. Determinar una técnica de extraccién de ADN viable que permita evaluar la calidad

microbioldgica de la leche y subproductos lacteos.
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5. MATERIAL Y METODOS:

5.1 Grupos y tratamientos. Para comprobar el objetivo uno, se utilizo la leche de 10 vacas
del sistema bovinos de leche de la Facultad de Agrobiologia Presidente Juarez-UMSNH,
ubicada en Uruapan, Michoacéan. Las vacas son de raza Holstein, cuya edad oscila entre 1y
6 partos. Se formaron 2 grupos de 5 animales, homogenizados en cuanto a etapa de la
produccion y a la productividad de leche y quedaron conformados de la siguiente manera
(Cuadro 5).

Cuadro 5: Grupos de animales sobre los cuales se aplicaron los tratamientos

ID NP DL PPL
1 6 90 13.95
52 2 135 10.15
GRUPO 1 74 3 87 12.93
56 2 183 10.93
6 2 115 11
20 5 120 14
14 3 98 11.28
GRUPO 2 71 4 111 13.37
72 2 115 9.4
5 1 89 114

(Grupo: 1= testigo/sin nopal 2=tratamiento/con nopal. ID=Identificacién del animal. NP=Ndmero de partos.
DL=Dias de lactancia. PPL=Promedio de produccién lactea.

Las dietas para cada traramiento fueron balanceadas en un software especializado para la
formulacién de raciones para animales domésticos (UFFDA)®, para ello, se consideraron
los insumos que son utilizados de manera habitual dentro del sistema de produccion de

bovinos productores de leche, como se observa en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Dietas para bovinos productores de leche para el grupo 1 (dieta
convencional) y el grupo 2 [dieta con nopal forrajero (Opuntia ficus-indica)]
Dieta convencional

Insumo MS (Kg) MS (%) MF (Kg)
Salvado 2 89 2.247
Sorgo 0.5 88 0.568
Concentrado 1 88 1.136
Pasto nativo 5 32.4 15.432
Maralfalfa 4 17.6 22.727
Melaza 0.9 75 1.2
Kg totales/dia 134 43.31
Dieta con inclusion con nopal

Salvado 2 89 2.247
Sorgo 0.5 88 0.568
Concentrado 1 88 1.136
Pasto nativo 5 324 15.432
Melaza 0.9 75 1.2
Nopal 2 13.36 14.970
Kg totales/dia 11.4 35.553

MS= materia seca contenida en cada insumo (en % y en Kilogramos) y MF= materia fresca (Kilogramos)

5.2 Medicion de la produccion lactea. Esta se llevd a cabo diariamente durante todo el
periodo del experimento (29 dias) en las ordefias por la mafiana y por la tarde a todos los

animales de ambos grupos con medidores de leche (Tru-test®).

Los datos fueron andlizados con la metodologia de modelos mixtos con mediciones
repetidas. Las diferencias estadisticas entre tratamientos se obtuvieron mediante el método

de medias de minimos cuadrados (SAS, 2000) bajo el siguiente modelo:
Yijim = i+ animal; + tratj + medk + b1(x1 - X1) + b2 (x2 - X2) + Eiju

Donde:

yijkim = Una observacion de produccion lactea (litros de leche producida por animal por dia)
p = Promedio que caracteriza a la poblacion

animal; = Efecto aleatorio del i-esimo animal

tratj = Efecto fijo del J-esimo tratamiento j=(1,2)

medx = Efecto fijo de la I-esima medicion 1=(1,2,3,4,5,6,7,8,9,10....29)

b1(x1 - X1) = Efecto de regresion de la covariable nimero de parto

b2(x2 - X2) = Efecto de regresion de la covariable dias de lactancia
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Eij = Error aleatorio asociado a cada observacion Eija ~ (0, 52)

Para el segundo objetivo se llevo a cabo el muestreo durante el ordefio de la mafiana. Para
la toma de muestras se realizo la limpieza de la ubre y después el despunte de cada uno de
los pezones, se tomaron muestras de 40 ml de cada animal en tubos graduados previamente

esterilizados e inmediatamente se refrigeraron a -4°C.

La elaboracion del queso se llevd a cabo con la utilizacién de 500 ml de leche cruda de
cada uno de los animales de ambos grupos, aplicando 2ml de cuajo comercial CUAMEX®
directamente sobre la leche cruda, dejando reposar de 15 a 30 minutos para luego realizar el
corte de la cuajada, deshidratacion o desuerado con tela de manta, salado (5 gramos de sal)
y moldeado. Finalmente se obtuvieron quesos de 50 gramos en promedio. Al finalizar el

procedimiento se refrigeraron a -4°C en bolsas resellables.

5.3 Andlisis de la calidad de leche y del queso fresco. Para determinar la composicion y
calidad de la leche y de los subproductos lacteos se realizd un analisis fisicoquimico y
bromatoldgico de los mismos durante cada etapa de muestreo con la utilizacién del equipo

de analisis por ultrasonido Lacticheck®,

El andlisis microbioldgico se realizé en el CMEB (Centro Multidisciplinario de Estudios en
Biotecnologia) de la FMVZ — UMSNH, localizado en el municipio de Tarimbaro,

Michoacén y la metodologia para el analisis consistio en:

Conteo de bacterias en muestras de leche y queso: El conteo de las células mesofilas se
realizd a partir de diluciones seriales de 10 muestras de leche y 10 de queso (5 del grupo
testigo y 5 de los tratamientos) en Agar para Cuenta Estandar con tres repeticiones por
muestra, segun la norma NOM-092-SSA1-1994. Para el conteo de coliformes totales, las
diluciones se sembraron en Agar Bilis Rojo Violeta siguiendo las indicaciones de la norma

NOM-113-SSA1-1994 con el mismo nimero de muestras y repeticiones.

Los datos fueron analizados con la metodologia de modelos mixtos con mediciones
repetidas (SAS, 2000). Las diferencias estadisticas entre tratamientos se obtuvieron
mediante el método de medias de minimos cuadrados (SAS, 2000). EI modelo utilizado fue

el siguiente.
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Yijkim = W + animal; + tratj + medx + b1(x1 - X1) + b2 (x2 - £2) + Eiju

Donde:

yijum = Una observacion del conteo bacteriano (UFC de mesdfilos aerobios y coliformes
totales) en leche cruda y queso fresco

u  =Promedio que caracteriza a la poblacion

animal; = Efecto aleatorio del i-esimo animal

tratj = Efecto fijo del J-esimo tratamiento j=(1,2)

medx = Efecto fijo de la I-esima medicién 1=(1,2,3,4,5,6,7,8,9,10....40)

b1(x1 - X1) = Efecto de regresion de la covariable nimero de parto

b2(x2 - X2) = Efecto de regresion de la covariable dias de lactancia

Eiju = Error aleatorio asociado a cada observacion Eijxim ~ (0, §%)

En el tercer objetivo, se tomd como primera opcién la utilizacion de la metodologia de
extraccion de ADN por lisis quimica debido a los resultados previamente obtenidos por el
equipo de investigacion (Villegas et al. 2013). Cabe mencionar que se realizaron varias
estandarizaciones de la técnica para poder establecer la que resultase efectiva para dichas
muestras. Se evaluaron ademas otras dos técnicas de extraccion, una donde a diferencia de
la antes descrita, se lleva a cabo la lisis celular por medio de enzimas y como una tercera

opcidn se realizé una combinacion de ambas técnicas para complementar el analisis.

5.4 Extraccion de ADN por lisis quimica

Se llevaron a cabo distintos ensayos, para lograr estandarizar y confirmar la extraccion de
ADN mediante la técnica del DNAzol® de Invitrogen®. Para llevar a cabo estos analisis,
se utilizo leche y queso, productos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,

UMSNH; por la disponibilidad y cercania de los mismos.

El protocolo de extraccion del DNAzol®, establece una metodologia que incluye los
siguientes pasos a seguir:
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1. Lisis celular y de nucleo:
Homogeneizar 25-50 mg de tejido (muestra) en 1 ml de DNAzoI®.
2.-Centrifugacion (opcional):

Centrifugar a 10,000 x g. a 4°C o temperatura ambiente. El sobrenadante viscoso resultante
se transfiere a un tubo nuevo. Este paso remueve fragmentos de tejidos insolubles, RNA y
exceso de polisacéridos. Esto es requerido s6lo en el aislamiento de ADN de tejidos que

contengan gran cantidad de material celular y extracelular.
3.-Precipitacion del ADN:

Precipitar el ADN proveniente del lisado/homogeneizado con la adicion de 0.5 ml de etanol
al 100% por 1 ml de DNAzol® utilizado.

Mezclar por inversion y dejar a temperatura ambiente por 1-3 minutos. Réapidamente
deberia ser visible el ADN como un precipitado turbio. Se remueve el precipitado con una
pipeta; se transfiere a otro tubo lentamente por las paredes de éste. Se decanta el
sobrenadante, dejando a la pastilla de ADN cerca del fondo del tubo. Los tubos se deben

colocar boca abajo por un minuto.
4.-Lavado de ADN:

Se lava el precipitado de ADN dos veces con 0.8-1.0 ml de etanol al 75 %. En cada lavado
se suspende el ADN en etanol invirtiendo los tubos 3-6 veces. Se almacenan los tubos
verticalmente de 0.5-1 minuto para permitir que el ADN se distribuya al fondo de los tubos;

se remueve el etanol por pipeteo o decantacion.

5.-Solubilizacion de ADN:

Se deja secar el ADN, guardandolo en un tubo abierto por 5-15 segundos después de la
remocién con etanol. Disuelva el ADN en 8mM NaOH por pipeteo cuidadoso de la pastilla
a través de la punta de la pipeta. Adicionar una adecuada cantidad de NaOH para tener una
concentracion de ADN de 0.2-3ul. Tipicamente se agregan 0.1-0.3 ml de NaOH al aislado
de ADN.

19



Luego de que el ADN es solubilizado en NaOH 8 Mm, se ajusta la solucién de ADN a un
pH deseado mediante la adicion de HEPES. Se utilizan las siguientes cantidades de 0.1 M o
1 M de HEPES por cada ml utilizado para el NaOH:

PH FINAL 0.1 M DE HEPES (ul) PH FINAL 1 M HEPES (ul)
8.4 86 7.2 23

8.2 93 7.0 32

8.0 101

7.8 117

75 159

5.4.1 Primera estandarizacion de la técnica.

Se llevo a cabo la extraccion de ADN mediante la utilizacion del reactivo DNAzol®, sin
embargo, no se utilizaron las instrucciones previamente establecidas por el fabricante. Se
utilizé la metodologia siguiente: Se tom6 una muestra de 200 ml de leche del sector de
lacteos de la FMVZ-UMSNH vy otra de aproximadamente 50 gramos de queso fresco Se
prepararon 6 tubos para el caso de la leche y 6 para queso. Se colocaron 250 pl de leche en
cada tubo y 250 pg de queso para los 6 tubos restantes; teniendo asi 12 muestras en total.
Los 250 ul de leche y 250 pug de queso de cada tubo se mezclaron con 1 ml de DNAzol® .
Cada tubo fue sometido a un agitador vortice durante 1 minuto para la mezcla de las
muestras. Luego del vortice, los tubos se dejaron reposar durante 15 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 10,000 r.p.m. Se noto una
mezcla que no precisaba distincion de fases, por lo tanto se sometié a una segunda
centrifugacion- Posterior a ésta se observo en todas las muestras una capa de consistencia
grasosa en la superficie del tubo, imposibilitando la toma del sobrenadante debido a su
consistencia y a la dificultad para tomar la fase acuosa y ante esta situacion se buscé alterar

algun paso de la metodologia que se llevo a cabo.

5.4.2 Segunda estandarizacion de la técnica
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Para la segunda extraccion de la muestra, se llevd a cabo la metodologia anterior, sin
embargo se cambiaron las concentraciones de muestra — reactivo, procurando aumentar la
cantidad de reactivo de DNAzoI® al doble en relacion a cada pl o pg respectivo a leche o
queso, se incrementaron el numero de centrifugaciones de igual manera al doble; sin
embargo el resultado fue el mismo en cuanto a la 1* metodologia. La separacién de fases se

mostr6 de manera méas evidente respecto a la metodologia antes mencionada.

5.4.3 Tercera estandarizacion de la técnica

Para esta metodologia, se basdé en la propuesta por las indicaciones del reactivo antes
mencionada. Se busco proporcionar la cantidad de muestra — reactivo, a manera de
encontrar una equivalencia para disminuir el volumen que indica el protocolo, por
cuestiones de practicidad en cuanto a manejo de muestra en tubos de 2 ml utilizando 500ul
0 500pug de muestra (leche y queso respectivamente) — 100 pl de DNAZzoI®. Se preparo el
reactivo HEPES siguiendo la metodologia del fabricante a un volumen de 40 ml mediante
los siguientes calculos: Peso molecular HEPES=238.3, concentracion deseada= 0.1M,
volumen final=40 ml; gr= (Pm)(M)(L), gr=(238.3)(0.1)(0.04) y por tanto gr necesarios de
HEPES a O.1M en 40 ml=0.9532 gramos en 40 ml. Se procedi6 a preparar el reactivo en

base a los célculos obtenidos Posteriormente se realiz6 la mezcla muestra — reactivo
DNAZzol® a las concentraciones previas; se llevo a cabo la mezcla mediante el vortice
durante 1 minuto para cada muestra. Se llevaron a cabo 2 centrifugaciones a 12,000 r.p.m
durante 15 minutos ambas. Se agregaron 500 ul de T.E. para incrementar volumen. Se
realizd el decantado del sobrenadante. La pastilla resultante se someti0 a secado a
temperatura ambiente mediante la inversion de los tubos. La pastilla se lavo con etanol al
70% por 2 veces Yy se resuspendio en TE, los tubos fueron colocados en el concentrador de
ADN durante 10 minutos. Se prepar6 un gel de agarosa a fin de poder apreciar si se obtuvo
ADN de las muestras tratadas con el reactivo y bajo los procedimientos llevados a cabo. Se
prepar6 agarosa al 0.7% en TAE 1X. La cantidad a preparar fue de 100 ml; por lo tanto a
través de la férmula siguiente se obtuvieron la cantidad de agarosa a utilizar asi como el

volumen:
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Agarosa 0.7%

Concentracion inicial: 100%

Volumen inicial=??? Vi= Cf x Vf =(0.7%) x (100ml) =0.7gr agarosa
Concentracion final= 0.7 Ci 100%

Volumen final=50 ml

TAE 1X

Concentracidn inicial= 50X
Volumen inicial= ¢?? Vi= 1X x 100ml  =2ml TAE

Concentracion final= 1X 50X

Volumen final=100 ml

Se afora a 100 ml con agua destilada.

Una vez preparada la solucion, se fundié en horno de microondas durante
aproximadamente 1.5-2 minutos. El fundido total se vacié a la cAmara de electroforesis
previamente armada. Se dejo gelificar durante 40 min. Se llevé a cabo la electroforesis
durante 50 min aproximadamente. Y mediante el transiluminador se observo la presencia
de ADN sin embargo una parte estaba degradada ademas de que la muestra no era del todo

limpia (las muestras contenian mucha cantidad de grasa y proteinas).

5.4.4 Cuarta estandarizacion de la técnica

Se llevé a cabo una cuarta estandarizacion con el reactivo DNAZzol®, pero modificando

especificamente las limpiezas de los productos mediante la siguiente metodologia:

A) Esta vez se llevaron a cabo limpiezas con fenol, y se agregé NaCl a la resuspension.
B) Se llevaron a cabo alrededor de 6 centrifugaciones con lavados con fenol. Y un

ultimo lavado con etanol fue realizado.
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C) Se incrementd volumen con TE (100 pl) y los tubos fueron llevados al aparato
Termomixer donde fueron sometidos a 50° y 550 rpm.

D) Los productos fueron cargados en un gel de agarosa al 1% (50 ml) en TAE 1X.

E) A traves de la electroforesis pudo observarse una mejor resolucion, sin embargo se

siguio observando la impureza del ADN.

5.5 Protocolo establecido para extraccion de ADN por lisis quimica

Se estableci6 un protocolo para la extraccion de ADN de queso y leche: Homogeneizacion
con solucion de PBS y filtrado de la muestra homogeneizada (ambos pasos para muestras
de queso fresco). Se centrifug6 a pulso durante algunos segundos (queso) a fin de separar
solidos y empastillar células. En el caso de la leche 1.5 ul son centrifugados a 12,000 rpm
durante 10-12 minutos para el mismo fin. Se decanté el liquido y adicién de 250 pl de PBS
para resuspension de pastilla y adicion del reactivo DNAzol (1 ml por 250 pl de muestra).
Vortex (1 minuto) y posteriormente centrifugacion 12,000 rpm 10 minutos. Se retiro el
sobrenadante y se adiciond 1 volumen de fenol. Se centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos
y se retird el fenol. Se adiciond 1 volumen de isopropanol o 2 volimenes de etanol absoluto
para precipitar el ADN adicionando NaCl 0.003 M. Las muestras se almacenaron en el
congelador durante 10 minutos o durante el resto del dia y posteriormente se llevé a cabo
una centrifugaciéon a 12,000 rpm por 10 minutos (Empastillado). Se decanto el

sobrenadante y se dejé secar la pastilla para resuspender en TE (Tris EDTA).

Paralelamente se llevd a cabo otra metodologia para la extraccion de ADN, basada en la
digestion enzimatica, la cual consistio en los siguientes pasos: Se pesaron 2 gramos de
queso y se midieron 2 ml de leche; El queso se tritur6 en mortero y se homogeneiz6 con
solucion PBS 1X, 2:1; Se tomaron 2 ml de la solucion y se filtraron. Se empastillaron los 2
ml de leche o del homogenizado de queso (12,000 rpm 10 minutos). Se decanté la fase
liquida (dejando 100 pl) y se elimino la capa superior de grasa con una punta de pipeta. Se
agregaron 200 pl de Buffer TEN (30 mM Tris HCI, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl) y 400
ul de solucion de lisis celular (SDS, Proteinasa K). Las muestras se incubaron a 37°C
durante 24 horas en agitacion continua para posteriormente centrifugarlas a 10,000 rpm 10

minutos retirando el sobrenadante. Se agregé 1 volumen de Fenol:cloroformo:alcohol
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isoamilico (25:24:1) y se mezcl6 invirtiendo el tubo 2 a 4 veces. Se centrifug6 a 10,000 rpm
durante 10 minutos, se retird la fase liquida superior y se le repitié un lavado con fenol. A
la pastilla resultante se le agregd Isopropanol (1 volumen), y las muestras se almacenaron
en el congelador durante 1 hora. Las muestras se centrifugaron para empastillar el ADN y
se decanto el liquido. La pastilla fue lavada con etanol al 70% 2 veces y se dejaron secar los

tubos invertidos. Finalmente se resuspendio en 80 ul de T.E.

Los procedimientos llevados a cabo para cada una de las tres técnicas evaluadas y que

permitieron aislar el ADN directamente de la muestra se explican a continuacion:

5.6 Extraccidn por lisis enzimatica

Brevemente, dos gramos de queso se homogenizaron con solucion PBS 1X, 2:1. Se dejé
sedimentar por un minuto y se tomaron dos ml de la solucion para posteriormente filtrarla
con la ayuda de fibra de algodon colocada en tubos de 200 pul cuyo extremo se perford para
captar el liquido en tubos de 2 ml. La leche y el liquido proveniente del queso se
empastillaron en una centrifuga Eppendorf 5415 C a 12,000 rpm durante 5 minutos y el
sobrenadante fue descartado casi en su totalidad, dejando aproximadamente 100 ul en el
tubo. La capa superior de grasa resultante se elimin6 con la ayuda de una punta de pipeta.
Se agregaron 200 pl de Buffer TEN (30 mM Tris HCI, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl) y
400 pl de solucidn de lisis celular [SDS al 1%, Proteinasa K (20 mg/ml 10 Mm Tris HCL
Ph 8)]. Se incubaron a 37°C durante 24 horas en agitacion continua. Se centrifugaron a
10,000 rpm 10 minutos y se retiro el sobrenadante. Se agregd 1 volumen de
Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm
durante 10 minutos, se retird la fase liquida superior y se repitio la extraccion con fenol, y
luego a la fase liquida restante se le agregd un volumen de Cloroformo. Nuevamente se
centrifugo a 10000 rpm 10 minutos y se agregd Isopropanol (1 volumen), y las muestras se
almacenaron en el congelador durante 1 hora. Se centrifugd para empastillar el ADN y se
decant6 el liquido cuidadosamente, se lavd la pastilla con etanol al 70% 2 veces y se

dejaron secar los tubos invertidos para posteriormente resuspender en 100 ul de buffer TE.
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5.7 Extraccion por combinacion de las dos técnicas (Lisis quimica-Lisis enzimatica)

Se realiz6 el primer paso utilizado para la extraccién con DNAzol para ambas muestras
(homogenizacion, precipitacion y vortex), pero seguidamente se llevé a cabo una mezcla
con la solucién de lisis enzimatica e inmediatamente las muestras se dejaron incubar
durante 24 horas a 37°C en agitacion continua. Se centrifugaron a 10,000 rpm 10 minutos y
se retird el sobrenadante. Se agregé 1 volumen de Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1). Posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos, se retir6 la fase
liquida superior y se repitid la extraccion con fenol, y luego a la fase liquida restante se le
agregd un volumen de Cloroformo. Nuevamente se centrifugd a 10000 rpm 10 minutos y se
agregd Isopropanol (1 volumen), y las muestras se almacenaron en el congelador durante 1
hora. Se empastillé el ADN por centrifugacion, se decanto el liquido y se lavo la pastilla
con etanol al 70% 2 veces. Finalmente se dejaron secar los tubos invertidos para

resuspender la pastillaen 100 ul de buffer TE y proceder a su almacenaje.
5.8 Evaluacion de la cantidad y pureza del ADN extraido

Para poder evaluar cada una de las técnicas de extraccién de ADN en leche y queso fresco
y determinar la técnica mas efectiva, se evaluaron tres aspectos importantes aplicables para
todos los métodos de extraccion en general: Cantidad y pureza.

La cuantificacion permitié medir la concentracion de ADN total (nanogramos de ADN por
microlitro de extracto) y se llevo a cabo mediante medicion con absorbancia de UV a 260
nm (Sambrook et al. 1989) utilizando un espectrofotémetro calibrado Eppendorf. Se
Ilevaron a cabo tres repeticiones para cada muestra y para cada una de las técnicas. La
cantidad de ADN total (nanogramos de ADN/mililitro de muestra) se calculo

posteriormente.

La pureza del ADN genomico de las muestras se evalud con base en el cociente de la
absorbancia UV 260/280 nm. Se realiz6 un andlisis de electroforesis de los productos de
extraccion de ADN en geles de agarosa al 1%. Seis microlitros del producto de extraccion
se mezclaron con 1 microlitro de buffer de carga 6X Azul para cargar en el gel, el cual se

corrié en TAE 1X por 40 minutos a 140V. Las imagenes digitales de los geles fueron
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visualizadas en un trasiluminador de radiacién Ultravioleta para reconocer la presencia del

ADN y evaluar su integridad y pureza.

5.9Amplificacion de los ARNr de diferentes grupos bacterianos

Para la amplificacion de los fragmentos bacterianos del gen de ARN ribosomal 16S, se
utilizaron los oligonucléotidos SRV3-1 (5’ P-CGG YCC AGA CTC CTACGG G 3") y
SRV3-2 (5’-TTA CCG CGG CTG CTG GCA C-3°) comprendiendo la region variable 3
(Lee et al. 1996). Se utilizaron 100 ng del ADN total obtenido en todas las reacciones de
PCR, MgCl. 1.5 mM, Buffer 10X en concentracion final 1X, ANTP’s 500 uM, 10 uM de
cada oligonucleétido (SRV3-1 y SRV3-2) y 2.5 Unidades de Taq Polimerasa. Las
condiciones de la reaccién fueron: 1 ciclo por 5 minutos a 95°C seguido por 25 ciclos a 3
temperaturas (T1 96°C por 0.30 min, T2 50°C por 0.30 min y 65°C por 4 min), un ciclo a

65°C durante 7 minutos y un ultimo ciclo a 4°C durante 15 minutos.
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6. RESULTADOS

6.1 Produccion lactea (PL)

Los resultados mostraron que del dia 1 al dia 15 no se encontraron cambios significativos
(p<0.05) respecto a la PL en ambos grupos excepto en el dia 11, sin embargo a partir del
dia 16 se observaron diferencias estadisticas (p<0.05) entre los grupos. El grupo 2 (vacas
alimentadas con nopal) logré6 mayor produccion con respecto al grupo 1 con tendencia a
incrementar con el aumento de dias. La diferencia de PL para el dia 29 de evaluacién fue de

1.8 litros mas para el grupo 2 (Figura 1).
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Figura 1.Tendencia de la produccion lactea (medias de minimos cuadrados) en ambos

grupos (vacas alimentadas convencionalmente y vacas complementadas con nopal).
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Los resultados que determinaron incremento en la PL concuerdan con Lépez et al. (2007),
Pérez et al. (2010) y Ortiz et al. (2012), quienes determinaron que la utilizacién de
Opuntia ficus-indica como complemento en la dieta para bovinos productores de leche

incrementa la produccion.

Este incremento se atribuye al aumento de las concentraciones totales de Acidos Grasos
Volatiles (AGVs), puesto que se ha demostrado que el nopal aporta altas cantidades de
carbohidratos, material celulolitico y hemicelulitico, mismos que mejoran tanto la
fermentacion via ruminal y el proceso de glicolisis, produciendo un incremento de AGVs y
de adenosina trifosfato (ATP), productos que afectan positivamente la PL (Nefzaoul, 2003;
Relling y Matioli, 2003).

L6pez (2010), determiné que el uso de Opuntia ficus-indica con niveles de inclusién de
18 y 27 kg por dia de materia fresca como complemento de la dieta, produjeron de 21 a 24
kg por dia de leche, respectivamente. Sin embargo, cuando el consumo de nopal se
incrementa por arriba de 27 kg la PL decrece, lo que sugiere que el incremento de inclusion
de nopal en la dieta para bovinos productores de leche tiene una relacion inversa con
respecto a la PL. Al respecto Gonzalez et al. (1998), determinaron que a mayor proporcion
de nopal en la dieta disminuye la PL en el ganado Holstein, por lo que recomiendan
complementar las dietas con heno de alfalfa, avena o sorgo. Respectivamente Azocar
(2003) establece que al suministrar alfalfa y complementar con 34% de Opuntia ficus-
indica a la dieta de los bovinos productores de leche se estimula la PL, atribuyendo dicho

efecto al contenido de agua del nopal.

Mazuca et al. (1995) y Romero et al. (2005), determinaron que al incrementar la inclusion
de nopal en la dieta de bovinos disminuye el tiempo de rumia, lo cual puede tener un efecto
negativo sobre la digestibilidad de la dieta y la absorcién de &cidos grasos voléatiles (AGV)
(Bach,2005). Luna y Urrutia (2008), atribuyen el detrimento en la PL debido a que al

incluir cantidades mayores de nopal en la dieta se produce un efecto laxante, debido a las
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relaciones calcio/fosforo (2.01/0.11 %). Por lo que probablemente dichos factores

provoquen un desequilibrio en la absorcion de nutrientes y por tanto la PL se ve afectada.

En un estudio reciente llevado a cabo por Mendoza (2012), se evaluaron cambios en la PL
con inclusién de diferentes cantidades de nopal en la dieta y se encontré que la inclusién de
10 a 20 kg por dia de nopal en materia fresca por dia, como complemento de la dieta
durante la época de estiaje, las vacas Holstein incrementan la PL, ello comparado con una
inclusion de 0.0 y 30 kg por dia de Opuntia ficus-indica. Por lo que el incluir entre 10 y
20 kg de nopal en las dieta de ganado bovino productor de leche permitiria a los
productores de las zonas rurales con estiaje prolongado mantener la productividad de sus
hatos mas alla de la época de lluvias, donde existe una mayor disponibilidad de forraje.
Puesto que el nopal (como fuente de energia) al aportar aztcares solubles y combinarse con
el conjunto de los nutrientes del resto de los insumos de la dieta, mejora la fermentacion
ruminal, con esto pudiera originar a una mayor proporcién de &cidos grasos volatiles

(AGV) y energia para la sintesis de la leche (Ramirez et al. 2007).

6.2 Analisis bromatoldgico de la leche.

Los resultados respecto al analisis bromatoldégico mostraron que las caracteristicas

nutritivas de la leche son iguales estadisticamente entre los grupos (Cuadro 8).

Cuadro 7. Analisis bromatoldgico de la leche de acuerdo con el tratamiento

COMPONENTE  LECHE (VACAS ALIMENTADAS LECHE (VACAS COMPLEMENTADAS

CONVENCIONALMENTE) CON NOPAL)
COLOR Blanco amarillento Blanco amarillento
GRASA (%) 3.8916% 3.9788%
PROTEINA (%) 3.08722 3.19202
LACTOSA (%) 4.40242 457122
SOLIDOS NO 8.1180° 8.3952¢

GRASOS (%)

Los valores con la misma letra dentro de la misma fila representan valores sin cambios significativos (P<0.05).
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La composicion de la leche de los bovinos contiene del 77 al 80% de agua, el resto
corresponden a solidos totales, mismos que estan compuestos entre 3.0 y 3.5% de grasa, 3.0
a 3.5% de proteina 'y 4.0 a 6.0 % de carbohidratos. La composicion de estos elementos son
afectados por factores endogenos (raza, biotipo, edad, etapa de lactancia, estado nutricional
interno) y exogenos, los cuales determinan su constitucion quimica asi como sus
caracteristicas fisicas. Sin embargo, estos factores son poco controlables, aun y cuando en
el caso de la nutricion y alimentacion sea factible lograr efectos significativos en la
produccién como en la calidad de la leche, puesto que tanto la calidad y la produccion
lactea dependen de la disposicion de nutrientes en la circulacién sanguinea (Manterola,
2012). Por tanto, al no encontrar diferencias estadisticamente significativas en la calidad
quimica de la leche se puede deber a que no se alteraron las dietas respecto a incrementar o
detrimentar algin nutriente especifico o la relacion forraje/concentrado, ya que ambas
raciones fueron balanceadas de manera que ambos grupos estuvieran equilibrados respecto

al aspecto nuricional.

6.3 Analisis de la calidad microbioldgica de la leche y queso fresco

En cuanto a la calidad microbiol6gica de la leche, se encontraron cambios en el grupo de
mesofilos aerobios, donde se observé una disminucion de 0.5974 log*° de UFC/ml, tanto en
muestras de leche como en queso en vacas del grupo 2. Sin embargo en las muestras de

queso se observé una disminucion de 0.3152 log™*® de UFC/ml, a una p<0.07 (Cuadro 9).

Cuadro 8. Medias de minimos cuadrados para las unidades formadoras de colonias
(UFC) de mesofilos aerobios en leche y subproductos lacteos de acuerdo con la
alimentacion de las vacas

DIETA CONVENCIONAL DIETA COMPLEMENTADA CON
NOPAL
Producto UFC Error estandar UFC Error estandar
Leche 3.0769? 0.1325 2.4794b 0.1299
Queso 3.6160? 0.1218 3.3008" 0.1218

ab = diferencias estadisticas (p<0.05) dentro de fila. ** = diferencias estadisticas (p<0.07)

Desde tiempos antiguos existio la creencia de que la suplementacion con Opuntia
incrementa no solo la produccién de leche, sino que mejora la calidad de la mantequilla en

términos de consistencia, y vida de almacén, asi como también de impartir un atractivo
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color “dorado” al producto final (Griffiths, 1934; D’Arces, 1941; Aguilar, 1946; Blanco,
1958; Calvino, 1952; Gonzélez et al. 1998). Sin embargo, dicha caracteristica puede
atribuirse a los cambios en las poblaciones microbianas de leche y por tanto de
subproductos, dentro de los cuales los factores atribuibles a dichos cambios son
temperatura, acidez, humedad, antibioticos, agentes desifectantes utilizados durante el

orefio, manufactura y transporte y antibiéticos (Celis y Juérez, 2009).

En este estudio no se llevé a cabo un andlisis de la acidez de la leche y queso, sin embargo
el detrimento en el numero de UFC mesofilas aerobias pudo haberse debido a un cambio de
poblaciones microbianas donde hubo predominancia de bacterias acido-lacticas (BAL),
recordando que éstas tienen accion conservadora debido a la inhibicion de un gran nimero
de microorganismos patdgenos y dafiinos por varios productos finales de la fermentacion,
como lo son el &cido lactico y acético, perdxido de hidrdgeno, diacetilo, bacteriocinas y
productos secundarios (Ramirez et al. 2011). Por otra parte, la acumulacion de acido
lactico y otros acidos organicos producidos por las BAL, reduce el pH del ambiente con un
efecto inhibitorio de bacterias Gram-positivas y Gram negativas. En ese sentido, la forma
no disociada del &cido lactico puede penetrar la pared celular microbiana, donde el pH més
alto del contenido celular promueve la disociacién, dando lugar a la liberacién de iones
hidrogeno y el anion correspondiente; de modo que, ambos iones interfieren en el
metabolismo e inhiben el crecimiento celular (Vazquez et al. 2009). Cuando el oxigeno esta
presente, las BAL pueden producir peroxido de Hidrégeno el cual genera radicales hidroxi
que causan peroxidaciéon a los lipidos de la membrana y susceptibilidad de la célula
microbiana de muchos microorganismos. Algunas BAL heterofermentativas producen
bioxido de Carbono, el cual promueve un ambiente anaerdbico, reduce el pH y puede
ayudar a destruir la integridad de la pared celular microbiana (Ouwehand, 1998). Asi
mismo, el diacetilo es producido por BAL que fermentan el citrato y es sintetizado en el
metabolismo intermediario del piruvato y se le ha demostrado actividad antimicrobiana

para levaduras, baterias Gram positivas y Gram negativas.

Con lo anteriormente expuesto, la disminucion de microorganismos que afectan la calidad

sanitaria de la leche se puede atribuir a los cambios en las poblaciones microbianas de la
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leche cruda. Un analisis posterior de dichas poblaciones permitira identificar los géneros y

especies involucradas.

En cuanto a las unidades formadoras de colonias de microorganismos coliformes no se
encontraron cambios estadisticamente significativos (p<0.05) entre grupos a pesar de que
las tendencias mostraron de igual manera disminucién de microorganismos en la leche de
vacas complementadas con nopal, el no encontrarse diferencias estadisticamente
significativas pudo ser consecuencia de la heterogeneidad en los resultados de los conteos,
ya que en algunas muestras tanto de leche como de queso, de ambos grupos, no se
encontraron unidades formadoras de colonias (Cuadro 10), fendmeno que pudo ser
consecuencia al buen manejo higiénico-sanitario que se llevd a cabo al momento de la
ordefia de la ubre (desinfeccion con yodo) en este estudio, recordando que los
microorganismos del género de los coliformes, se pueden encontrar en la leche como

consecuencia de una mala limpieza de la ubre por parte del ordefiador.

Cuadro 9. Medias de minimos cuadrados para las unidades formadoras de colonias
(UFC) de coliformes totales en leche y subproductos lacteos de acuerdo con la
alimentacion de las vacas

DIETA CONVENCIONAL DIETA COMPLEMENTADA CON
NOPAL
Producto UFC Error estandar UFC Error estandar
Leche 0.3449? 0.2885 0.25792 0.2798
Queso 1.22162 0.2215 0.78962 0.2215

ab = diferencias estadisticas (p<0.05) dentro de fila.

6.4 Extraccion de ADN de leche y queso fresco
6.4.1 Comparacion de los tres métodos de extraccion de ADN.

Se compararon el rendimiento, pureza e integridad del ADN obtenido mediante los tres
métodos utilizados para la extraccion de muestras lacteas. En cuanto al rendimiento de
ADN, en el caso de la muestra de leche se observd mayor produccion con los métodos
enzimatico y combinado. Respecto a la pureza se obtuvieron resultados mayores en el ADN
extraido con el método combinado para ambas muestras, aunque en el caso de la muestra de

queso fueron estadisticamente diferentes los tres métodos (Cuadro 11).
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Cuadro 10. Comparacion de los métodos de extraccion de ADN

DNAzol Enzimética Combinada
Promedio Error Promedio Error Promedio Error
Estandar Estandar Estandar
Producciént 264.442 45.94 619v 43.58 495.71b 52.09
Leche Pureza? 1.37x 0.09 1.30x 0.08 1.69¥ 0.08
Producciont 1582 41.08 596° 41.08 380¢ 49.10
Queso Pureza? 1.15% 0.08 1.43y 0.08 1.72- 0.08

! Produccion se indica como pg de ADN ml™ de leche o mg queso (n=10).
2 Pureza se indica como el cociente ASzsonm/ ASzsomm
Los valores con diferente letra en las filas representan diferencias significativas entre métodos (P<0.05).

En lo referente a la integridad, el ADN gendmico extraido se visualizé en un gel de agarosa
al 1%. Se observo mayor integridad de las bandas en el método enzimatico de extraccién de
ADN (Figura 2).

Figura 2. Electroforesis de ADN gendmico extraido con los tres métodos. (A: Bandas
correspondientes a ADN extraido con el método enzimatico en muestras lacteas, B:
con extraccion utilizando el método con el producto DNAzol® y C: utilizando el
método combinado).
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En una investigacion llevada a cabo por Psifidi et al. (2010), se llevé a cabo la
comparacion de 6 métodos para la extraccion de ADN genomico de muestras lacteas y en
dos de los métodos se utilizaron de manera similar a la presente investigacion dos kits
comerciales de extraccion de ADN e igualmente se modifico la técnica prevista por los
productos comerciales adicionando soluciones de lisis y agentes caotropicos y quelantes
para eliminar sustancias inhibitorias como lipidos y otros sélidos. En el mismo estudio
estas soluciones practicamente son iguales a las utilizadas en este trabajo en el método
enzimatico. Por tanto, el método enzimético fue eficiente, basta con una mezcla de enzimas
y agentes caotrépicos para llevar a cabo la extraccion sin la necesidad de implementar Kits
comerciales, los cuales representan gastos extras y por si solos no son eficientes para ser

utilizados como métodos de extraccion para este tipo de muestras.

ambién se llevd a cabo una combinacion de ambos protocolos para poder comparar cual
técnica resultaba ser la mejor. Se encontraron diferencias significativas respecto a las tres
técnicas. Al comparar DNAzol y el método enzimatico, el método enzimatico resultd ser
mejor en cuanto a cantidad de ADN aislado en muestras de leche y queso, y en cuanto a la
pureza para el caso de la leche no se mostraron diferencias significativas y las cantidades
fueron muy similares, sin embargo, para el caso del queso si las hubo y el ADN extraido
por el método enzimatico resultd mas puro significativamente. Adicionalmente,
comparando los dos métodos con uno mas que fue el de combinar ambas técnicas se
encontraron diferencias notables en los dos aspectos evaluados, a excepcién de la cantidad
de ADN aislado para el caso de la leche, en lo demés el método combinado resulto ser
mejor para obtener una buena cantidad de ADN de muestras lacteas y ademas con un grado

de pureza mayor.

El protocolo de extraccion de ADN enzimatico demuestra ser eficiente para este tipo de
muestras. A pesar de que lleva mas tiempo llevarlo a cabo debido a que se aconseja la
incubacion con la solucion de extraccion durante 24 horas para mejores resultados, la

relacion costo-beneficio es mas adecuada y la cantidad de ADN extraido es buena. Ademas
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la solucion de lisis ya preparada correctamente puede almacenarse en stocks bajo

congelacion durante meses con las debidas precauciones.

6.5 Capacidad del ADN para llevar a cabo la PCR.

Se amplifico la region variable 3 del gen de ARN ribosomal 16S procariético. Se utilizaron
las 10 muestras de leche y las 10 de queso de ambos métodos de extraccidn. Se observaron
fragmentos de aproximadamente 200 pb, y se observaron productos inespecificos de
aproximadamente 500 pb en ambas electroforesis (Figura 3). Se observo la presencia de los
fragmentos para ambos métodos tras el almacenamiento en el congelador por pocos dias.

Figura 3. Electroforesis de la amplificacion del ribosomal 16S procariético de ADN
gendmico proveniente de las muestras de leche y queso extraido por los dos métodos

de extraccion mas el combinado (A = enzimatico, B = DNAzol y C = combinado).

A
. - - - o=
Poammn®ewa.
B
C
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7. CONCLUSIONES
7.1 El nopal como forraje

El nopal puede ser un recurso viable para la complementacion de las dietas del ganado
lechero en las zonas rurales del pais durante la época de estiaje, ya que permite incrementar
la produccié de leche, mejorar la calidad tanto de la leche como del queso y no hay

modificacion de sus propiedades fisicoquimicas.
7.2 Técnicas de extraccion de ADN de muestras lacteas.

Este estudio provee técnicas que pueden ser aplicables para la extraccion de ADN
gendmico bacteriano de productos lacteos y se demostrd que el método combinado es el

mejor para el aislamiento del material genético de la microbiota en leche y queso fresco.

Se demostrd la utilizacion del ADN extraido para la amplificacién de productos del
ribosomal 16S procaridtico que posteriormente puede ser utilizado para realizar técnicas de
biologia molecular para la identificacion de los microorganismos involucrados en la
calidad de leche y productos lacteos o para evaluar cambios en las poblaciones
microbianas en dichos productos durante procedimientos en la industria alimentaria,
control sanitario e inclusive diagnostico, entre muchas otras aplicaciones, utilizando
técnicas como PCR-DGGE (Muyzer et al. 1993), T-RFLP (Kitts, 2001; Marsh 2000), entre
otras.

Son pocos los estudios enfocados a la investigacion del ecosistema microbiano en leche y
en productos lacteos utilizando técnicas independientes de cultivo de biologia molecular
(Andriamahery et al. 2011), los cuales pueden ser aplicables a la microbiologia alimentaria
(Giannino et al. 2009). DGGE permite obtener informacion de especies a través del
analisis de los productos de PCR de similar longitud pero con diferentes secuencias y esta
basado en la movilizacion diferencial en una matriz de gel de acrilamida de incrementada
concentracion desnaturalizante (urea y formamida) (Settani et al. 2006). Esta técnica ha
sido utilizada para caracterizar la diversidad microbiolégica en numerosos ambientes
lacteos (Ercolini et al. 2001; Cocolin et al. 2002; Lafarge et al. 2004; Ogier et al. 2004).

Ademas, también se ha utilizado para seguir la dinamica microbiana durante la
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manufactura y maduracion de quesos tradicionales (Coppola et al., 2001; Randazzo et al.,
2002; Flérez y Mayo, 2006).

También se ha utilizado anteriormente en el analisis de poblaciones microbianas de quesos
artesanales durante su maduracion (Alegria et al., 2009; Casalta et al. 2009; Dolci et al.
2009). T-RFLP permite monitorear cambios en la estructura y composicién de las
comunidades microbianas y recientemente se ha estado investigando de manera amplia
diferentes aplicaciones y metodologias sobre todo en el aspecto estadistico permitiendo a
los investigadores hacer elecciones metodoldgicas y estadisticas apropiadas para sus
estudios determinados, su mayor ventaja es la conveniencia para analisis rutinarios con
altos nimeros de muestras, su alta reproducibilidad y su alta precision (Schutte et al.
2008). Esta aplicacion genera informacion de huella genética confiable aln de
comunidades bacterianas muy complejas y provee informacion cuantitativa (Osborn et al.
2000).

La técnica de extraccion de ADN combinada es aplicable para numerosos estudios de
biologia molecular de evaluacion de comunidades bacterianas cuantitativa y
cualitativamente y permitird su aplicacion para que haya mas estudios de evaluacién de
poblaciones microbianas en la industria alimenticia respecto a productos lacteos debido a

su importancia econdmica y nutricional.
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