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INTRODUCCION

Dentro de lacompleja manipulacion de lamicrobiota ruminoreticular, se encuentran
variadas herramientas de trabajo (cirugias, microscopia, metodos de deteccion y
analisis de compuestos), las cuales ayudan a un mejor entendimiento de |
ecologia y metabolismo en esta parte del tracto digestivo. El método "roll tube” es
una de estas herramientas, la cual por una parte cuantifica la poblacion bacteriana
ruminal, lo que es de utilidad en la valoracion de los efectos de las dietas y/o
materias primas (defaunadores, antibiéticos e ionoforos), sobre la microbiota
ruminal; por otra parte permite el aislamiento de cepas bacterianas, con base en
las cuales se podra implementar trabajos, por ejemplo, en identificacion de
enzimas fibroliticas extra o intracelulares y la transferencia de los genes que
codifican estas enzimas hacia hongos u otras especies bacterianas. Se podria
también lograr el aislamiento de cepas bacterianas que solucionen problemas
como las intoxicaciones por compuestos con contenido de oxalatos (Allison etal,
1985), o que mejoren la asimilacion de algunos minerales contenidos en alimentos
de baja calidad (Mackie y Therion, 1964).

Objetivos de la Investigacion:

- Estandarizacién de método "roll tube" utilizado en el conteo y aislamiento de
bacterias anaerobias ruminales.

- Aplicacién del método "roll tube" a contenido ruminal de ovinos sometidos a dietas
contrastantes.

MATERIALES Y METODOS

El experim;nt_o se llevo a cabo en el Programa de Nutricion Animal del ICAenel
CNIA de Tibaitata, para estandarizar el método del “roll tube" para el cultivo de

bacterias anaerobicas procedentes de contenido ruminal de ovinos pastoreaﬂd0
kikuyo (Pennisetum clandestinum).

La metodologia del "roll tube" consiste en recolectar la muestra de fluido ruminal
preparary envasar elmedio de dilucion; preparary envasar el medio de crecimientd:
homogenizado de la muestra de fluido ruminal; filtrado de la muestra; efectuar 185
diluciones de la muestra (esta se diluye en los tubos de crecimiento @ 107, 10‘3,3{
10°); en seguida se efectua el proceso de siembra: el proceso de rolling, incubacio
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de los tubos de crecimiento; conteo de las colonias bajo un estereoscopio las
cuales son marcadas con lapiz termoresistente; cuando las colonias estan en
pleno crecimiento entonces se pueden aislar para hacer la caracterizacion

respectiva.

Se probd estametodologia frente acinco dietas contrastantes que se le suministraron
a un ovino estabulado y las cuales fueron: pastoreo en kikuyo y dietas con altos
contenidos de tamo de trigo; sorgo; Acacia Japonesa (Acacia melanoxylon) y
melaza de cana de azucar.

La evaluacion de las dietas contrastantes se ejecutd con ovinos canulados a nivel
ruminal confinados en jaulas metabdlicas. Las dietas utilizadas fueron:

Dieta 1: Kikuyo (Pennisetum clandestinum) a voluntad en pastoreo continuo.

Dieta 2: 1.300 g/dia de tamo de trigo y avena (80 y 20% respectivamente) +

100 g de melaza + 20 g de sal mineralizada.

Dieta 3: 367 g/diade tamo de trigoy avena + 443 de grano quebrado de sorgo
+ 100 g de melaza + 3,5 g de urea + 20 g de sal mineralizada.

Dieta 4: 645 g/dia de tamo de trigo y avena + 100 g de melaza + 7,5 g de Grea
+ 20 g de sal + 160 g de Acacia Japonesa (Acacia melanoxylon).

Dieta 5: 367 g/dia de tamo de trigo y avena + 590 g de melaza + 12 g de urea
+ 20 g de sal

Se tom¢ una muestra para la cuantificacion de bacterias la cual es fraccionada en
tres submuestras a las que se le realizaron tres series de diluciones (una por
submuestra). De cada submuestra las diluciones 107, 10y 10 se sembraron por
triplicado.

Alimentacion de los animales y reposicién del agua.

Se obtienen los datos de la variable conteo, los cuales son promediados a través
de Jas submuestras diluciones y dietas.

Posteriormente la variable conteo se somete a un Analisis de varianza, con un
d?seﬁo completamente al azar donde los factores a analizar fueron: su bmuestras,
diluciones y dietas, luego estos mismos parametros fueron sometidos a una
Prueba de comparacién multiple de promedios (prueba de Duncan), siguiendo los
procedimientos de Steel y Torrie, (1985).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se definié que el método "roll tube" es la herramienta del rumen de ovinos
sometidos a diferentes sustratos alimenticios, ademas de que permite manipular
la poblacion bacteriana sin alterar su viabilidad, a bajos costos y con relativa
facilidad. Las variaciones dadas entre las poblaciones bacterianas cuantificadas
fueron: 0.88 x 10° bacterias/cms® para la dieta alta en tamo de trigo, 2,565 x 10°
bacterias/cm? para la dieta de kikuyo, 6,24 x 10° bacterias/cm®en el caso de |a dieta
con alto contenido de sorgo, 2,034 bacterias/cm®para la dieta que tuvo Acacia y
1.553 x 10° bacterias/cm? para la dieta con alto contenido de melaza, ademas estas
dietas mostraron diferencias estadisticas significativas (P < 0.05).
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