, revista,

Buwo-

EFECTO DE LA PROPORCION CONCENTRADO / FORRAJE
DE LA DIETA, SOBRE LAS POBLACIONES DE BACTERIAS
UTILIZADORAS DE HIDROGENO DEL RUMEN

EFFECT OF CONCENTRATE/FORAGE PROPORTION DIET, ON
RUMEN HYDROGEN-CONSUMING POPULATION BACTERIA

Miramontes Carrillo JM', Ramirez-Rangel M?, Ibarra Arias J?, Ibarra Arias FJ', Alcantar Diaz BE?®,
Miramontes Huizar J?, Aguiar Garcia P, Lezama Gutiérrez R*.

Investigacion Biotecnoldgica SC., Juarez No. 62 Ote, Compostela Nayarit, México. 2Centro de
Investigacion de Desarrollo Educativo “Compostela” AC. Av. Mina No. 25, Colonia Barrio de Santa Ana,
Compostela Nayarit, México. 3Universidad Auténoma de Nayarit, Unidad Académica de Medicina. Cd. De la
Cultura Amado Nervo S/N., C.P.63190, Tepic Nayarit, México. “Universidad de Colima, Facultad de Ciencias
Biologicas y Agropecuarias, Km 40 Autopista Colima-Manzanillo, C.P. 28100, Tecoman Colima, México.

Resumen

Las Archae metanogénicas, las bacte-
rias Acetogénicas y Sulfato reductoras son los
tres grupos ultimos de microorganismos dentro
de la cadena de degradacion de los sustratos en
el ecosistema del rumen y la manipulacion del
tamafo de estas poblaciones es benéfica para
la maximizacién de la energia en el rumiante.
Para evaluar el efecto de dietas con diferente
proporcién de forraje/concentrado, sobre el nu-
mero de bacterias utilizadoras de hidrogeno en
elrumen in vivo, 16 ovino machos fueron coloca-
dos en cajas metabdlicas y se alimentaron con
cuatro dietas a base forraje de maiz mas con-
centrado en las proporciones: C20, C40, C60 y
C80. El concentrado fue a base de maiz molido,
harina de soya y trigo. Se tomaron muestras de
contenido del rumen cada dos horas durante 24
horas, para determinar numero de bacterias,
concentraciones de acetato, propionato, amo-
nio y pH. El nimero de bacterias se determino
por el método del nUmero mas probable. El di-
sefo en cuadro latino fue para evaluar el efecto
del factor A=4 dietas, el factor B los tiempos de
incubacion, el factor C cuatro repeticiones y sus
interacciones. La proporcion forraje: concentra-
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do de la dieta, muestra diferencia significativas
(p<0.001) entre el numero de bacterias meta-
nogénicas y acetogénicas y sulfato reductoras.
Las dietas C60 y C80, tienen el mayor numero
de bacterias acetogénicas. El efecto de la dieta
y tiempo de fermentacion, también presenté di-
ferencias en los valores de acetato (p<0.0006),
propionato (p< 0.0001), amonio (p<0.0001) y
pH (p<0.0001). La manipulacién de la propor-
cion forraje: concentrado de la dieta usada en
la alimentacion de rumiantes es una estrategia
para establecer determinado grupo de bacterias
utilizadoras de hidrogeno y las propiedades del
ambiente en el rumen.

Palabras clave: Acetogénicas, Dieta, Metano,
Alimentacion de rumiantes, bacterias utilizado-
ras de hidrogeno.

Abstract

Methanogenic Archae, acetogenic and
sulfate reducer bacteria are the last three micro-
organisms in the rumen food chain degradation.
Manipulation of the size of this microbial popu-
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lation is beneficial for maximization of energy in
ruminants. In order to evaluate the effect of diets
with different ratio of concentrate/forage on the
number of hydrogen-consuming bacteria in the
rumen in vivo, sixteen sheep were used in indi-
vidual metabolic pens. They were fed with diets
with four different concentrate/forage ratios. Diets
consisted of maize roughages and concentrate,
in the next proportions: 80:20 (C20), 60:40 (C40),
40:60 (C60), and 20:80 (C80). Concentrate con-
sisted of ground corn, wheat and soybean flour.
Rumen fluid samples were taken every two hours
throughout 24 hours to determine number of bac-
teria, acetate, propionate, ammonia concentra-
tion and pH. The most probable number method
was used to determine the population’s number
of hydrogen-utilizing bacteria in the samples. La-
tin square design was used to evaluate the effect
of diet as factor A, incubation time as factor B, four
repetitions and its interactions as factor C. The
proportion forage : diet concentrate shows signi-
ficant differences (p<0.001) between the number
of methanogenic, acetogenic and sulfate reducer
bacteria. Diet C60 and C80 forage/concentrate
rate has the largest number of acetogenic bacte-
ria. Diet effect and fermentation time also showed
significant differences in acetate (p<0.0006),
propionate (p< 0.0001), ammonia concentration
(p<0.0001) and pH values (p<0.0001). Manipula-
tion of forage/concentrate proportion diet used to
feed ruminant is a strategy for the establishment
of a given group of hydrogen-consuming bacteria
and the properties in the rumen ecosystem.

Key words: Acetogenic bacteria, Diet, Metha-
ne, Ruminant feeds, H, Utilizing bacteria.

Introduccion

Los constituyentes de la dieta, al ser
ingerido por los rumiantes, afectan las condi-
ciones ambientales del ecosistema del rumen
y determinan la estructura de las poblaciones
microbianas y sus interacciones metabdlicas
de ese ecosistema (Hart and Doyle, 1985;
Dixon and Stockdale, 1999; Tajima et al., 1999;
Vlaeminck et al., 2006). Se conoce que cuan-
do los rumiantes son alimentados con dietas
ricas en forrajes, el fendmeno de adaptacioén a
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los nutrimentos en el rumen favorece el esta-
blecimiento de metanogénicas (Archae) y por
su interaccion, con microorganismos producto-
res de hidrégeno (bacterias, hongos y proto-
zoarios) en ambientes anaerobios (Bernalier et
al., 1991; Ferry, 1992; Breznak, 1994; Baker,
1999; Yan Fen Cheng et al, 2009). Rumiantes
alimentados con dietas ricas en concentrado
ocasionan cambios en el rumen, que favore-
cen la interaccién de microorganismos produc-
tores de hidrégeno y las bacterias acetogéni-
cas (Greening y Leedle, 1989; Karnholz et al.,
2002; Brown et al., 2006).

Otras investigaciones puntualizan
que si se alimenta a rumiantes con dietas ri-
cas en forrajes de cultivo fertilizados con azu-
fre, la adaptaciéon a la dieta favorece las inte-
racciones de bacterias sulfato reductoras y su
crecimiento (Posgate, 1984). La presencia de
estos tres grupos de bacterias ha sido repor-
tada también bajo diferentes condiciones y en
diferentes ecosistemas anaerobios tales como,
como sedimentos marinos, colon de humanos
y sedimentos de aguas residuales (Bedziong
et al., 1978; Gibson et al., 1990). Su importan-
cia y beneficio para la industria de la explota-
cién de rumiantes estriba en la posibilidad de
manejo de los componentes de las dietas, de
tal manera que la variacion en la proporcion fo-
rraje / concentrado determina la estructura de
las poblaciones residentes del rumen vy el es-
tablecimiento y predominio de uno de los tres
grupos de bacterias utilizadoras de hidrogeno
y por consiguiente, las interacciones metabdli-
cas influyen en la eficiencia de utilizacion de la
materia organica por los microorganismos pro-
ductores y utilizadores de hidrégeno (Russell
and Wilson, 1996; Rusell et al., 1996; Rusell,
1998; Lee et al., 2000).

Las repercusiones de estas interac-
ciones metabdlicas microbianas en el ambiente
del rumen, ocasionadas por la composicién de
la dieta, pueden ser una estrategia para la opti-
mizacion de la energia para el rumiante (Weimer
et al., 1999), porque la eliminacién o inhibicion
de algunas de estas tres ultimas poblaciones re-
quiere una mayor participacion de las otras dos
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y su importancia es determinante para aprove-
chamiento sustentable de animales (Stefan et
al., 1992; Jo et al., 1996; Allen, 1997). Por lo que
la alimentacién de rumiantes con dietas de una
determinada proporcion de forraje / concentra-
do ocasiona cambios en el ambiente del rumen,
que repercuten en una mejor utilizaciéon de nu-
trimentos, una disminucién en la produccién de
metano y la sintesis de compuestos energéticos
a partir del CO, y el hidrogeno (Grant, 1997). El
estudio del fendmeno de adaptacion de rumian-
tes a dietas con diferente proporcién forraje /
concentrado y su efecto sobre el numero de las
poblaciones microbianas utilizadoras de hidro-
geno del rumen, crea una oportunidades para
maximizar la utilizacién de los nutrimentos de la
dieta y también, contar con estrategias para la
cria y aprovechamiento de rumiantes con bajas
emisiones de metano a la atmdsfera (Benchaar
et al., 1998; Weimer, 1998; Leedle et al., 1982;
Newbold y Rode, 2006). El objetivo del presente
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estudio fue evaluar el efecto de dietas con dife-
rente proporcién de forraje / concentrado, sobre
las poblaciones de bacterias utilizadoras de hi-
drégeno en el rumen, in vivo.

Materiales y métodos
Las dietas y su evaluacién

Las dietas se elaboraron en cuatro
combinaciones de rastrojo de maiz y concen-
trado: 80:20 (C20), 60:40 (C40), 40:60 (C60) y
20:80, (C80), como se describe en Valdez et al.
(2000). Los componentes y las proporciones
de la dieta se muestran en el cuadro 1. La com-
posicion de las dietas con diferente proporcion
de forraje y concentrado, fue determinada por
medio de determinaciones de Nitrogeno total
(PC), Humedad, Extracto etéreo, cenizas to-
tales de acuerdo a la AOAC (1985), como se
muestran en el cuadro 2.

Cuadro 1. Los ingredientes de las cuatro dietas y sus analisis proximales.

Ingredientes (Kg) | C20

C40 |[Ce60 |C80

55,73 | 42,33 | 23,07

14,03 | 21,22 | 30,6

Rastrojo de maiz | 69,52
Maiz molido 6,75
Harina de soya 13,68

13,75 | 13,06 | 12,66

Salvado de trigo | 2,87

13,47 | 20,36 | 29,4

Melaza 2,87

299 3,01 |3,26

C = proporcién de concentrado en la dieta

Cuadro 2. Analisis proximal

Determinaciones | C20 C40 C60 | C80

% PC (NX 6.25) | 11,9 12,9 13,5 | 14,5

% ELN 42,2 47,4 51,8 | 57,7

% EE 2,3 2,4 2,6 2,8

% C 4.8 4,2 3,7 3,0

EM kg 2,0 2,2 2,3 2,6
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Los animales

Dieciséis corderos machos de 1 afio
de edad, desparasitados y vitaminados con A, D
y E, con un peso comprendido entre 34 y 38 kg,
fueron fistulados y equipados con canulas ru-
minales, como se explica en Harmon y Richard
(1997). Posteriormente se colocaron en jaulas
metabdlicas individuales provistas de come-
deros, bebederos y charola para remocién de
excretas. Se formaron cuatro grupos de cuatro
animales cada uno y cada uno de ellos fue ali-
mentado con las cuatro dietas en cuatro diferen-
tes periodos. Los alimentos se ofrecieron a las
8:00 y a las 16:00 h. Los animales se sometie-
ron a un periodo de adaptacioén a la dieta de 30
dias antes de su evaluacion.

La obtencion de las muestras

Cada 2 horas, se recolectaron 50
ml de contenido del rumen, con una jeringa
adaptada a una manguera de caucho, durante
un periodo de 24 horas; la primera muestra
se tomo a partir de las 7:00 h. Cada muestra
se coloco en frascos de plastico de 100 mi
previamente calentados a 39 °C y gaseado
con CO, tratado en una columna de cobre,
para obtener CO, libre de oxigeno como se
describe en Hungate (1969). De las muestras
iniciales se apartaron 10 ml para las determi-
naciones de acidos grasos volatiles (acetato,
propionato) y amonio.

Manejo de las muestras

Los medios de cultivo se prepararon
de acuerdo a Morvan et al. (1996), en una ca-
mara de anaerobiosis (Anaerobic Chamber,
Model 855-AC, ACB, Plas-Labs, INC. Lansing,
Michigan, U.S.A.). A cada matraz con 10 ml de
muestra se le anadié 0.2 ml de sulfuro de cis-
teina al 2.5%, excepto, para una fraccién de
indculo de 5 ml, que fue apartada para la cuan-
tificacion de bacterias sulfato reductoras. Las
muestras fueron colocadas en frascos de plas-
tico y cada uno de ellos fue gaseado con CO,
libre de oxigeno, rotuladas y almacenadas a
-20° C para su posterior evaluacion.
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Ndmero mas Probable (NMP) de
metanogénicas Archae

El medio de cultivo fue el medio de
fosfato buffer de Bedziong como se describe en
Bryant y Burkey (1953), se le adicion6 0.2% de
solucién de resazurina, (1ml / 1000 ml de me-
dio). Se colocaron 9 ml de medio en tubos de
ensayo de 15 X 20 y se sellaron con tapones de
hule y sello de aluminio, después se esteriliza-
ron a 121°C por 25 min. Una vez esterilizados
se les adicion6 0.1 ml, de solucion de vitaminas,
esterilizada por filtracion, 0.1 ml de fosfato buffer
y 0.2 ml de solucion de agentes reductores mas
penicilina, cycloserina y vancomicina. La cuan-
tificacion fue realizada por la técnica del NMP
como se describe en Clarke y Owens (1983).

NMP de bactérias Sulfato reductoras

El medio de cultivo fue el descrito por
Doré et al. (1995) y adaptado por Morvan et al.
(1996). El medio fue ajustado a un pH de 74 y
esterilizado en autoclave dentro de tubos de en-
saye con tapa de teflon y sello de aluminio (Bella-
co Glas Co). Después de esterilizar se les afadié
por cada 5 ml de medio, 150 ul de solucién estéril
de NaHCO, (8.4%) y 100 pl de solucion de ditio-
nite de sodio preparada y esterilizada anaerébi-
camente como se indica en Posgate (1984).

NMP de bacterias acetogénicas

El medio de cultivo utilizado fue el AC11
Morvan et al. (1996), al cual se le adiciond, re-
sazurina 0.1 %, 0.02 g; metales traza, 10 ml, so-
lucién de vitaminas, 10 ml; extracto de levadura,
0.5 g y 100 ml de fluido ruminal clarificado, de
acuerdo con Leedle et al., (1982). A todos los tu-
bos con el medio se les adicioné una solucién de
acido 2-bromoetanosulfénico a una concentraciéon
de 2% (v/v), como se indica en Doré et al., (1995).

Condiciones de cultivo para
conteos microbianos

Todas las incubaciones se hicieron
a 39° C, como se sefiala en Bryant y Burkey
(1953). Para las metanogénicas Archae, el
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tiempo de incubacion fue de 4 semanas, para
las sulfato reductoras de dos y para acetogé-
nicas de tres. Los conteos de bacterias fueron
estimadas por triplicado, aplicando el método
(NMP) de acuerdo con Clarke y Owens (1983).

La identificacion de los tubos positivos
para bacterias sulfato reductoras se estimo por la
aparicion de un precipitado color negro en el fon-
do de los tubos. Para metanogénicas Archae fue
por medicion del metano, una concentraciéon de
por arriba de 1000 ppm, se tomé como positivo.
Los tubos con mas de 10 mM de acetato, aso-
ciados con el consumo de gas fueron tomados
como positivos para acetogénicas, de acuerdo
a Morvan et al. (1996) y Jouany (1982). El hidro-
geno fue determinado en el espacio de cabeza
del tubo de cultivo por cromatografia de gases,
utilizando un cromatégrafo de gases (Marca Per-
kin Elmer), equipado con una malla molecular,
5A-60/80, empacada dentro de una columna de
Aluminio de 2 mm, un detector de ionizador de
flama y como gas acarreador Argén. La tempera-
tura del inyector y la del horno fueron de 120°C.

El acetato y acido propiénico se de-
terminaron por cromatografia de liquidos a alta
presion (HPLC), en un equipo marca Water y la
concentracion de amonio en el rumen, con el
método del electrodo de vidrio. Antes del anali-
sis, cada una de las muestras se someti6é a un
proceso de ultra centrifugacién a 15 000X G,
después se practicaron micro filtraciones con fil-
tros de intercambio de resina y con filtros a base
de membrana en discos preparados o acrodix
(Marca Millipore. No. de catalogo 9004-70-0).

Buwo-

Disefo experimental

El modelo es un disefio de cuadro la-
tino donde el factor A= cuatro proporciones de
forraje/concentrado de la dieta. El factor B cuatro
periodos experimentales. El factor C=12 tiempos
de incubacion y el factor D cuatro repeticiones.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados por
medio de un analisis de varianza el paquete es-
tadistico SAS (1985).

Resultados y Discusion

El efecto de las diferentes

proporciones de forraje/ concentrado y el
tiempo de fermentacion, sobre la cantidad
de metanogénicas Archae del rumen

El efecto de las dietas sobre las
metanogénicas Archae, el tiempo de fermen-
tacién y sus interaccién, mostré diferencias
altamente significativas (P<0.001). Las dietas
C20 y C40 presentaron la de mayor poblacién
de metanogénicas Archae. La dieta C60 ocu-
po el tercero lugar y la C80 el ultimo (Cuadro
3). Para el efecto del tiempo de fermentacion,
la prueba de Tukey separd en primer lugar a
los tiempos 4 con el mayor nUmero de meta-
nogeénicas Archae. Los tiempos 3 y 9 ocupa-
ron el segundo si diferencias entre ellos. Los
tiempos 1, 2, 5, 6, 7,8 y 12, fueron los que
presentan las poblaciones de metanogénicas
mas bajas (Cuadro 4).

Cuadro 3. Promedios del NMP de bacterias utilizadoras de hidrégeno

Dietas | Metanogénicas | Acetogénicas | Sulfato reductoras
(NMPX1010) (NMPX108) (NMP/ml)

C20 0.147771a 0.0726¢ 285042 b

C40 0.067354c 0.0818¢ 259646 ¢

C60 0.103042b 5.3626a 299375 a

C80 0.047687d 3.7924b 254035 ¢

*Valores seguidos por letra diferente dentro de la columna son diferentes
significativamente (P<0.05, prueba de Tukey)
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Cuadro 4. Promedios del numero de bacterias utilizadoras de hidrégeno,
durante los 12 tiempos de incubacion.

No. de Hora | Metanogénicas | Acetogénicas | Sulfato reductoras
Muestra

1 07:00 |0.089250d 1.5798 d 257917 b
2 09:00 | 0.093250d 1.5233 e 279979 a
3 11:00 | 0.101625b 1.9995 ¢ 265875 b
4 13:00 | 0.107938 a 2.2544 ¢ 287292 a
5 15:00 | 0.076687 d 2.8644 b 266875 b
6 17:00 | 0.076500 d 2.4924 b 290208 a
7 19:00 | 0.078583d 1.7489 d 269979 a
8 21:00 | 0.076187 d 1.1908 e 298750 a
9 23:00 [ 0.105125b 1.8752 d 266875 b
10 01:00 |0.094500c 2.2142 d 266875 b
11 03:00 | 0.094500 c 2.2142 d 266875 b
12 05:00 |0.077750d 3.8457 a 285000 a

*Valores seguidos por letra diferente dentro de la columna, son diferentes significativamente

(P<0.05, prueba de Tukey).

El efecto de las diferentes
proporciones de forraje/ concentrado
y el tiempo de fermentacion, sobre las
acetogénicas del rumen

El anadlisis de varianza para todas las
fuentes de variacion, mostré diferencias altamen-
te significativas (P<0.001). Las dietas C60 y C80,
fueron mas favorables para el crecimiento de las
bacterias acetogénicas. La dieta C60 presenta
mayor cantidad de acetogénicas, seguida por la
C80. En tercer lugar las dietas C20 y C40, sin
diferencias entre estas ultimas (Cuadro 3). Para
el tiempo de fermentacion, el tiempo 12 registré
el mayor niumero de acetogénicas. En segundo
lugar los 5y 6, sin diferencias entre si'y en ultimo
lugar lo presentaron los tiempos 2y 8 (Cuadro 4).

El efecto de las diferentes
proporciones de forraje/ concentrado
y el tiempo de fermentacién, sobre las
bacterias sulfato reductoras del rumen

El efecto de las dietas, el tiempo
de fermentacién y sus interacciones, mostré
diferencias significativas (P<0.001). La dieta

C60 presentd la mayor cantidad de sulfato
reductoras. Le sigue la dieta C20. Las dietas
C40 y C80, presentan las mas bajas canti-
dades de sulfato reductoras (Cuadro 3). El
numero de sulfato reductoras con respecto
al efecto del tiempo de fermentacion, pre-
sentaron los valores mas elevados para los
tiempos 2, 4, 6, 7, 8 y 12, sin diferencias es-
tadisticas entre ellos (Cuadro 4).

El efecto de las diferentes
proporciones de forraje/ concentrado
y el tiempo de fermentacion, sobre la

concentracion de propionato

Las dietas 40:60 y 80:20 presenta-
ron la mayor concentracion de propionato con
17.342 y 19.008 Mm / L, respectivamente,
seguida por la 60:40; la dieta 20:80 fue la
de menor concentracién (Cuadro 5), con di-
ferencias significativas entre los tratamientos
(P<0.001). Los tiempos 9 y 12 fue donde se
registré las mas altas concentraciones y los
de menor concentracion se encontraron en el
tiempo 4 (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Promedios de las concentraciones de propionato, acetato, amonio y valores de pH.

Dieta Propionato mM | Acetato | Amonio pH

mM MG/ Dl.
C20 14.025¢ 28.875a | 28.093b 6.44917a
C40 17.342a 30.175a | 27.09b 6.24333b
Ce60 16.033b 20.967b | 21.01c 6.0066¢C
C80 19.008a 22.627b | 31.61a 6.17583b

*Valores seguidos por letra diferente dentro de la columna, son diferentes
significativamente (P<0.05, prueba de Tukey).

Cuadro 6. Promedios para las concentraciones de propionato, acetato, amonio y valores de pH
en los 12 tiempos de incubacion.

Tiempo Propionato Acetato Amonio Valores de pH
1 16.516b 29.016a 344.55a 6.22469c
2 15.600c 24.463b 195.19¢ 6.57734a
3 18.825b 26.186b 188.90c 5.94594d
4 12.477d 26.486a 352.07a 5.82469d
5 16.192c 25.155b 333.30a 6.18422c
6 15.147¢ 23.420b 229.64b 6.17031c
7 14.627c 27.730a 196.37c 6.18453c
8 16.659b 25.558b 336.64a 6.44781b
9 19.692a 28.342a 319.22b 6.29578c
10 15.917¢ 27.363a 199.26¢ 6.61828a
11 16.764b 22.047b 174.70c 6.22859c
12 14.850a 24.942b 375.44a 5.94500d

*Valores seguidos por letra diferente dentro de la columna son diferentes significativamente (P<0.05,

prueba de Tukey)

El efecto de las diferentes
proporciones de forraje/ concentrado
y el tiempo de fermentacion, sobre la

concentracion de acetato

Se observaron diferencias significati-
vas para el efecto de la proporcién forraje: con-
centrado de la dieta sobre la concentracion de
acetato (P<0.001). Las dietas C20 y C40, fueron
las de mas alta concentracion de acetato. Le si-

guioé en nivel de concentracion las dietas C60 y
C80 (Cuadro 5). También para al tiempo de fer-
mentacién se observaron diferencias (Cuadro
6). La produccién de acetato durante el tiempo
de fermentacion, presenta variaciones que pue-
den colocarse en un primer y segundo lugar: los
tiempos 1, 9, 7, con los de mayores concentra-
ciones, sin diferencias significativas entre ellos
(P<0.001). Los tiempos 10, 4, 3,8,5,12,2,6y
11, son los de valores mas bajos.
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El efecto de las diferentes
proporciones de forraje/ concentrado
y el tiempo de fermentacion, sobre la

concentracion de amonio

La dieta C80 presenta los mayores va-
lores de amonio (P<0.001). Las dietas C20 y C60
en segundo lugar sin diferencias significativas y
en tercer lugar a la dieta, C40 (Cuadro 5). Entre
los tiempos de fermentacion se registré el valor
mas alto en los tiempos 1, 4, 5, 8 y 12, seguida
por los tiempos 6, y 9, Las concentraciones mas
bajas son en los tiempos 2, 3,10 y 11 (Cuadro 6).

El efecto de las diferentes
proporciones de forraje/ concentrado y el
tiempo de fermentacion, sobre valores de

pH en rumen

El valor mas alto de pH es para la dieta
C20, le siguen las dietas C40 y C80 y el valor
mas bajo es para la C60, observando diferencias
significativas entre los tratamientos (P<0.001)
(Cuadro 5). Para el efecto del tiempo de fermen-
tacion las pruebas de Tukey, separaron al tiempo
10 y 2 como las de mayor valor, los tiempos 8 y
9, en segundo, los 11, 1,7,5,6 y 3 en terceroy el
Ultimo los tiempos 4 y 12 (Cuadro 6).

Se pudo demostrar que la variacion de
la proporcion y los constituyentes de las dietas,
que consumen un rumiante, afecta el tamafio de
las poblaciones microbianas (bacterias, hongos y
protozoarios) y sus interacciones, lo que ocasio-
na cambios favorables en el ambiente del rumen
que repercutiran en una mejor utilizacién de nu-
trimentos (Dixon and Stockdale, 1999; Brown et
al., 2006). La proporcion forraje/concentrado de
la dieta afectaron los tamaros de las poblaciones
de bacterias utilizadoras de hidrégeno, las cuales
determinan la interaccionan metabdlica del rumen
(Weimer et al 1999; Lee et al., 2000). Las dietas
con diferentes proporciones de forraje/concentra-
do permitieron la manipulacién del metabolismo
en el rumen y el rumiante se beneficia por una
relacion simbidtica entre los microorganismos de
este ecosistema (Hart and Doyle, 1985, Brown et
al., 2006). Por otro lado, dietas que favorecen el
aumento de bacterias acetogénicas en el rumen,
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permite la disminucién en la produccién de metano
por los rumiantes, un gas de invernadero que se
produce en la fermentacion entérica de los com-
puestos celuldsicos en proporciones de 77 millo-
nes de toneladas por afio, considerando la pobla-
cion mundial de estos animales (Ferry, 1992).

El efecto de las diferentes

proporciones de concentrado/ forraje y el
tiempo de fermentacion, sobre las bacterias
acetogénicas del rumen

El tamafo de poblaciones de bacte-
rias acetogénicas con valores de 5.3626X108 y
3.7924X108 para las dietas C60 y C80 respectiva-
mente, estan de acuerdo con los publicados por
Greening y Leedle (1989), quienes encuentran po-
blaciones de acetogénicas mayores de 108 /ml de
contenido ruminal en bovinos alimentados con una
proporcion de forraje/concentrado de entre 3:1 a
1:3. En contraste, los resultados no coinciden para
ningunas de las 4 proporciones de las dietas, con
los publicados por Morvan et al. (1996), quienes
encontraron tamafos de poblaciones menores de
10? acetogénicas /ml, en bovinos alimentados con
una dieta a base de heno y cebada en proporcion
(7:3). Posiblemente el tipo de forraje hace la dife-
rencia entre los valores encontrados en este estu-
dio a los de Morvan et al. (1996).

Tomando en cuenta que las poblacio-
nes para la dieta 60:40 y 80:20 son las de mayor
poblacion de acetogénicas, con valores de 5.3X
108 y 3.79X108 respectivamente, los resultados
tampoco coinciden con los de Van Nevel y De-
meyer (1996), donde ellos reportan poblaciones
menores de 102/ ml, en ovejas, 10?2 / ml en ve-
nados y 102 en bisontes alimentados con dietas
ricas en granos. Es posible que el ecosistema
ruminal de diferentes especies afecte las pobla-
ciones de estas bacterias.

Por otro lado, los resultados para las
proporciones 20:80 y 40:60 coinciden con los
reportados por estos mismos autores, cuando
reportan poblaciones de 2.5 X 10°/ ml, en di-
gesta del rumen de bovinos alimentados con
dietas con una proporcion forraje concentrado
de 50:50. Igualmente, tamafios de poblaciones
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de bacterias acetogénicas de 6.6 X 108y 8.1 X
108, han sido reportados por Doré et al. (1995)
en el tracto gastro- intestinal de humanos ex-
cretores y no excretores de metano. De igual
manera para los reportados en Bernalier et al.
(1992) quienes reportan tamafos de poblacio-
nes en un rango de 4.1 X 108 a 8.3 X 108, en
humanos no productores de metano.

Los resultados para el tiempo de fer-
mentacion coinciden con los reportados en Van
Nevel y Demeyer (1996) quienes mencionan
que las acetogénicas limitan su crecimiento en
presencia de alimento y agua dentro del rumen.
Posiblemente la presencia de estos dos nutri-
mentos disminuya la concentracion por dilucién
de hidrégeno en el ecosistema del rumen.

El efecto de las diferentes
proporciones de forraje/ concentrado
y el tiempo de fermentacion sobre, las
metanogénicas Archae del rumen

Los resultados de tamanos de las po-
blaciones de 0.14777 X 10'° de metanogénicas
en la proporcion C20, estan de acuerdo con los
publicados por Baker et al. (1999) quienes re-
portan el numero de metanogénicas en el ru-
men de ovejas alimentadas con heno de avena
y grano de Lupin blanco (Lupinus albus) como
concentrado, en una proporcion 88:12, los ta-
marfio de la poblaciones varian entre 105 a mas
de 108/ ml de indculo de rumen. Igualmente con
los reportados por Jarvin et al. (2000) quienes
reportan poblaciones de mas de 108 / ml de di-
gesta del rumen en animales alimentados con
heno de alfalfa (Medicago sativa).

Estos mismos autores Jarvin et al.
(2000) reportan que el numero de bacterias
mentanogénicas en bovinos alimentados con
dietas de diferentes proporciones de forraje /
concentrado es de 108 metanogénicas / ml de
contenido del rumen vy difiere poco cuando el
tamano de las poblaciones en diferentes tiem-
pos después de la alimentacion. Esto resulta-
dos, también estan acordes con los obtenidos
para las dietas de las proporciones C40 y C60.
Para la dieta C80, los resultados coinciden con
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lo expuesto por Joblin (1981), quien menciona
que las dietas ricas en concentrado ocasionan
una disminucion en los valores de pH del con-
tenido del rumen y que en estas condiciones
el tamafo de las poblaciones de bacterias me-
tanogénicas en el rumen disminuye. Sin em-
bargo, aunque reportan una disminuciéon en
el tamafo de la poblacién de metanogénicas,
no mencionan el tamano de estas poblaciones
en animales alimentados con estas dietas.
Los resultados también concuerdan con los
publicados por Van Nevel y Demeyer (1996)
quienes reportan que los alimentos con alto
contenido de concentrado disminuyen el pH
en el rumen e inhiben la metanogénesis. Los
resultados coinciden también con los reporta-
dos por Wanapat, Pilahun, y Konmung (2009)
en cuanto a la variacién de metanogenicas
con respecto a la cantidad de concentrado y
amonio en la dieta, aunque usaron como mo-
delo de rumiante un bufalo.

El efecto de las diferentes

proporciones de forraje/ concentrado y el
tiempo de fermentacion sobre las bacterias
sulfato reductoras

Los resultados coinciden con los re-
portados por Morvan et al. (1996), quienes deter-
minan tamafo de las poblaciones de bacterias
sulfato reductoras en diferentes rumiantes, re-
portando que estas bacterias fueron encontradas
en ovejas, bovinos, bufalos, venados y caballos.

Para las ovejas se reporta valores de
poblaciones de 2.0 X10%. Posiblemente estos
valores son bajos comparados con los de este
estudio, pero coinciden con Morvan et al. (1996),
quienes explican que estos tamafios de poblacio-
nes son bajos para ovejas alimentadas con die-
tas bajas en sulfatos o con el uso de forrajes defi-
cientes en este elemento. Aunque en un modelo
bioldgico diferente, los resultados del tamafio de
las poblaciones de entre 2.5X10°% a 2.9X10° de
sulfato reductoras coinciden con las reportadas
por Gibson et al. (1988), quienes reportan pobla-
ciones de entre 10% a 10'%/g de heces secas, de
muestras de excretas de humano bajo diferentes
condiciones de alimentacion y adaptacion.
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Estos hallazgos han permitido clasifi-
car a las poblaciones humanas como producto-
ras de metano y no productoras de metano y dar
por hecho que las bacterias sulfato reductoras y
metanogénicas compiten por el sustrato (hidro-
geno y acetato) en diferentes ecosistemas (Le-
crec et al., 1997; Gibson et al., 1988; Hinrichs et
al.,, 1999) y aun bajo diferentes tipos de dietas.
Aunque, datos reportados por Puoli et al. (1991),
no reportan tamafos de poblaciones de bacterias
sulfato reductoras, afirman que forrajes fertiliza-
dos con una adecuada proporcion de nitrdgeno
y sulfatos incrementan el consumo voluntario y la
digestibilidad aparente, los autores recomiendan
la determinacién de la concentracion de azufre
en forrajes antes de incluirlos a las dietas.

El efecto de las diferentes

proporciones de forraje/ concentrado

y el tiempo de fermentacién, sobre la
concentraciéon de metabolitos y valores de
pH en el rumen

El cambio de proporcion de forraje
a concentrado fue acompafnado por el cambio
en la composicion quimica del contenido del
rumen. La concentracién de acetato para las 4
dietas presenta diferencias significativas y estos
resultados son acordes con los reportados por
Tajima et al. (1999), aunque el modelo usado
en su estudio es bovino y los tamafos de las
poblaciones para dietas con alta proporcion de
concentrado son mas altas, las concentraciones
de acetato de 28.8, para la dieta C20, 29.1 para
la C40, 22.9 para la C60 y 322.6 para la C80
obtenidos en este experimentos si coinciden.

Los resultados no estan de acuerdo
con los de Hart y Doyle (1985), quienes encon-
traron que la concentracién de acetato se incre-
mentd por la fuente de concentrado. Tampoco
son acordes con los reportados por Wanapat,
Pilajum y Kongmun (2009) debido a que los au-
tores no reportan diferencias significativas en la
concentracion de los metabolitos evaluados ni
el valor de pH. Posiblemente los resultados no
concuerdan debido al modelo animal utilizados
en ambos estudios. Las diferencias encontra-
das en la concentraciéon de propionato no estan
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de acuerdo a las reportadas por Hart y Doyle
(1985) debido a que estos autores no reportan
diferencias significativas para la concentracion
de propionato en las dietas utilizadas. Par la
dieta C20 donde la concentracion de propio-
nato es mayor, los resultados concuerdan con
los reportados por Tajima et al. (1999), quién
reportan concentraciones aumentadas de este
compuesto en el rumen de animales alimenta-
dos con dietas altas en forraje.

Las concentraciones de propionato con
respecto al tiempo de fermentacion no estan de
acuerdo con las reportadas por Nagaraja et al.
(1992), pero aunque los valores de las concen-
traciones de propionato no son de acuerdo con
este estudio, las diferencias entre los tiempos
de fermentacién para dietas altas en concentra-
do como la 80:20, si es acorde cuando reportan
concentraciones de propionato de 10.4 mM a las
cero horas, 15.2 mMI a las dos horas, 12.7 mM
alas 4 horas, 12.5 mM a las 6 horas, 10.1 mM a
las8 hy 7.9 mM alas 12 h, para novillos alimen-
tados con dietas a base de 85% de concentrado.

Para la concentracién de amonio, los
resultados encontrados para todas las dieta, co-
inciden con los de Lapierre y Lobley (2001) y
los de Eimer et al. (1999) quienes mencionan
que en ganado alimentado con dietas a base
de concentrados decrece la absorcion de amo-
nio en el rumen de animales alimentados con
forraje. Los resultados también coinciden con
los reportados por Driedger y Loerch (1999),
quienes no reportan diferencias para la pro-
duccién de amonio entre dietas con igual con-
centracién de proteina. Para valores amonio
no coinciden con los reportados por Wanapat,
Pilajum y Kongmun (2009), debido a que estos
autores no registran diferencias significativas.
Los resultados del presente trabajo permiten
concluir que la proporcién de forraje: concentra-
do 40:60, de la dieta permite el crecimiento de
las poblaciones de bacterias acetogénicas en el
rumen. La alimentacion con estas dietas es una
estrategia para obtener un mejor beneficio de
los nutrimentos por el rumiante, la disminucion
de emisiones de metano y mayor rendimiento
de la energia metabdlica del rumen.
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Su efecto ha sido estudiado tratando
de dar una respuesta practica a los problemas
que presentan la emision de gases de inverna-
dero por las bacterias metanogénicas cuando
la alimentacién de los rumiantes es a base de
dietas con alto contenido de forraje (Minami y
Takata, 1997; Hegarty, 2000; Talbot et al (2008).
Sin embargo, estudios sobre el efecto de la va-
riacion de las proporciones forraje/concentrado
o la suplementacioén de la dieta con otros nu-
trimentos sobre las bacterias acetogénicas y
sulfato reductoras son escasos (Eimer et al.,
1999). Hacen falta mas investigaciones para
caracterizar las bacterias acetogénicas presen-
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tes en animales adaptados a estas dietas, asi
como la medicion in vivo de los parametros nu-
tritivos y reproductivos de rumiantes.
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