Corpoica. Ciencia y Tecnologia

C'Eur poico Agropecuaria

- ISSN: 0122-8706
revista_corpoica@corpoica.org.co

Corporacién Colombiana de Investigacion
Agropecuaria
Colombia

Rodriguez V., Fernando; Diaz M, Tito Efrain; Mackenzie, Giselle A.; Guativa, Luz
Estella; Afanador T, Cerman
Aislamiento, Patrén de Fermentacion de Carbohidratos y Caracterizacion Morfologica
de Bacterias Celuloliticas del Rumen de Bovinos Alimentados con Heno de Raigras
en Colombia
Corpoica. Ciencia y Tecnologia Agropecuaria, vol. 1, nim. 1, octubre, 1996, pp. 23-28
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
Cundinamarca, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=449953017004

Coémo citar el articulo ' && ,/.L

Numero completo Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4499
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4499
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4499
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=449953017004
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=449953017004
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=4499&numero=53017
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=449953017004
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4499
http://www.redalyc.org

ARTICULO CIENTIFICO

Fernando Rodriguez V',
Tito Efrain Diaz M',
Giselle A. Mackenzie?,
Luz Estella Guativa?

y German Afanador T'

ABSTRACT

Title: Isolation, Carbohydrate Fermentation
Pattern and Morphological
Characterization of Rumen Cellulolytic
Bacteria of Cattle Fed Raygrass Hay in
Colombia

A Characterization study of rumen
cellulolytic bacteria of cattle was conducted
at the National Research Center “Tibaitata”

of Corpoica, located in a highland (2550
m.a.s.l) tropical ecosystem of Colombia.
Five anaerobic strains of cellulolytic bacteria
(F31, F32, F33, R38 and R39) were isolated
from the rumen contents of cattle fed on
raygrass ( Lolium multiflorum) hay.
Classification of the isolated rumen bacteria
strains was accomplished by biochemical
tests, carbohydrate fermentation patterns
and morphological characterization,
including transmission electron microscopy
(TEM) of cell membrane and glycocalix.
The isolated strains were: Fibrobacter
succinogenes succinogenes (F31y F32),
Fibrobacter succinogenes elongata (F33),
Ruminococcus albus (R38) and
Ruminococcus flavefaciens (R39).
Ruminococcus albus fermented more
carbohydrate sources than Ruminococcus
flavefaciens, however, both species
fermented cellobiose, pectin and xilan.
Fibrobacter isolates did not ferment pentose
sugars. Six different types of morphology of
the colony, some of them not reported
previously, were observed in Fibrobacter
isolates growing on agar-containing roll-
tubes. Ruminococcus species were identified
as R. albus and R. flavefaciens by differences
in cell structure, size and distribution of the
glycocalix. Ultrastructural studies
confirmed the taxonomic status of isolated
bacteria species. Isolated bacteria are the
first entries to the reference rumen
germplasm bank of cattle in Colombia.
Enzymatic assays are being conducted to
measure cellulolytic activity of the isolated
strains.

Key Words: ruminal bacteria, cellulolytic
bacteria, germplasm bank, ultrastructural
studies, biochemical profiles

1. Programa Nacional de Nutricion Animal.
Corpoica, Apartado Aéreo 240142, Santafé de
Bogotd; 2. Bacteriologas.
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Aislamiento, Patron de Fermentacion de
Carbohidratos y Caracterizacion Morfoldgica de
Bacterias Celuloliticas del Rumen de Bovinos
Alimentados con Heno de Raigras en Colombia

RESUMEN

En el Centro Nacional de Investigaciones “Tibaitatd” de Corpoica, localizado en un
ecosistema tropical a una altura de 2550 m.s.n.m, se adelant6 un estudio para caracteri-
zar la poblacion de bacterias celuloliticas ruminales de bovinos. Cinco cepas de bacte-
rias anaerobias celuloliticas fueron aisladas a partir del contenido ruminal de bovinos
alimentados con heno de raigrés ( Lolium multiflorum). Las pruebas bioquimicas, el pa-
trén de fermentacion de carbohidratos y la caracterizacion morfolégica, incluyendo los
estudios de microscopfa electrénica de transmisién de la membrana celular y el glicocaliz,
permitieron clasificar las cepas aisladas como: Fibrobacter succinogenes succinogenes (F31
y F32), Fibrobacter succinogenes elongata(F33), Ruminococcus albus (R38) y Ruminococcus
flavefaciens (R39). La cepa de R. albus fermenté un mayor niimero de fuentes de carbo-
no que la cepa de R. flavefaciens, pero ambas, fermentaron celobiosa, pectina y xilano.
Ninguna de las dos subespecies de Fibrobacter aisladas ferment6 pentosas. Las cepas de
Fibrobacter presentaron morfologias de colonia en roll-tube de agar celobiosa, no repor-
tadas en la literatura. La apariencia, tamano y distribucién del glicocaliz en las células
de las cepas del género Ruminococcus hicieron posible la diferenciacion de sus dos espe-
cies R. albusy R. flavefaciens y la confirmacion del status taxonémico de las otras cepas
celuloliticas. Las cepas aisladas constituyen las primeras entradas al banco de
germoplasma microbial de referencia para bovinos en Colombia. Actualmente se ade-
lantan los estudios de actividad enzimatica celulolitica de estas cepas.

Palabras Claves: bacterias ruminales, bacterias celuloliticas, banco de germoplasma, es-
tudios ultraestructurales, patrones bioquimicos

INTRODUCCION

Lo s PrROCESOS de digestion y utiliza-
cion de los recursos alimenticios por el ru-
miante, estan estrechamente relacionados
con la presencia y actividad de los
microorganismos del rumen (Wallace,
1994). El papel de estos microorganismos,
especialmente de bacterias y hongos
celuloliticos, adquiere mayor relevancia en
sistemas de producciéon de bovinos en con-
diciones tropicales, donde la principal fuen-
te de alimentacién la constituyen pastos y
forrajes, cuya degradacion y utilizacion de-
penden del tamano y composicion de la
poblacion de hongos y bacterias del rumen |
y de la capacidad de estos para degradar
carbohidratos estructurales como la celu-
losa y la hemicelulosa.

El conocimiento del tamario, composi-
cion y actividad enzimatica de la poblacion
bacteriana del rumen, es esencial para la
formulacién de estrategias de manipula-
cion de la fermentacion ruminal, orienta-
| das a mejorar la eficiencia de la produccion

de carne y leche de bovinos en condiciones
tropicales.

Los estudios de morfologia celular, al
igual que las pruebas bioquimicas y los pa-
trones de fermentacién de fuentes de car-
bono, han sido ampliamente utilizados en
la caracterizacién de bacterias ruminales
(Hungate, 1966; Moore y Holdeman, 1972;
Stewart y Bryant,1988) y hacen parte de las
claves establecidas por laboratorios de re-
ferencia para identificacién de microorga-
nismos anaerobios (Holdeman etal., 1977).
De otra parte, las técnicas de microscopia
electronica han permitido detallar la
ultraestructura celular y precisar la carac-
terizacion morfologica de bacterias a nivel
de género y especie (Cheng et al., 1984;
Kudo et al., 1987).

El objetivo de este trabajo fué el de ais-
lar e iniciar la caracterizacion de las princi-
pales bacterias celuloliticas del rumen de
bovinos alimentados con heno de raigris,
en un ecosistema de trépico de altura.
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Materiales y Métodos

Animales y dieta. Se utilizaron dos va-
cas Holstein Friesian de 650 kilos de peso
corporal promedio, fistuladas ruminal-
mente y alimentadas con 13 kilos diarios de
heno de raigras (Lolium multiflorum). El
forraje se suministr6 una vez al dia (8 a.m),
y los animales fueron suplementados con
1100 g de melaza, 100 g de trea, 6 g de azu-
fre, sal mineralizada y agua a voluntad.

Recoleccién y aislamiento: Las muestras
de contenido ruminal se tomaron inme-
diatamente antes de suministrar el alimen-
to, a través de la fistula y mediante una
manguera pldstica de 150 cm de longitud
y 125 mm de didmetro, conectada a una
pera de succion y acoplada a un montaje
de homogenizaci6on en condiciones de es-
tricta anaerobiosis. La muestra fué refri-
gerada a 4 °C, durante 4 horas, con el fin
de lograr el desprendimiento de las bac-
terias adheridas a las particulas de fibra
(Dehority y Grubb, 1980; Mojica, 1993).

Después de la refrigeracion, la muestra
fué homogenizada durante un minuto,
bajo un flujo constante de CO, filtrada,
utilizando doble capa de gasa y diluida
para su posterior siembra. La siembra de
las bacterias a partir de las muestras
diluidas (10%,10™), se realizd en completa
anaerobiosis, utilizando el método del
Roll-tube (Hungate, 1966 ), para su poste-
rior cuantificacion y aislamiento con me-
dios selectivos de cultivo.

Las colonias presuntivas de cada uno de
los géneros bacterianos fueron aisladas
mediante pipetas de clonacién y una red
de gasificacion anaerdbica y finalmente
transferidas a caldo celobiosa. El aisla-
miento primario fue secuencialmente pa-
sado a través de cultivos en agar-celobiosa
con el fin de purificar cada cepa.

Medios de cultivo: El medio de aisla-
miento y mantenimiento de las cepas con-
sistié en : Solucion salina I (3 g de K HPO
en1L deagua },15 ml; solucion salina II
KH:PO4, 38 ; (NH“}A 504, 6g;NaCl6g;
MgSO .7H,0,1.23 gy CaCl .2H O, 0.79 gen
un volumen final de 1 L de agua ), 15 ml ;

fluido ruminal clarificado, 40 ml ; extrac-
to de levadura, 0.250 g ; celobiosa, 0.1g ; bi-
carbonato de sodio, 0.6g ; resazurin, 0.1
mg ; HCL- cisteina, 0.1 gy agua destilada
hasta completar 100 ml. Para la formacién
de la pelicula de agar en los tubos de cul-
tivo se incluyeron 1.33 g de agar dentro del
medio,

Morfologia celular y de colonia: Las cé-
lulas de cada una de las cepas fueron es-
tudiadas en su forma y tamano a través de
extendidos en una tinciéon de Gram, mo-
dificado por Kopeloff y en preparaciones
en fresco en un microscopio de contraste
de fases. Las colonias fueron observadas en
un estereoscopio para determinar su ta-
mafio, bordes, apariencia y color.

Ultraestructura: Los cultivos puros de las
cepas bacterianas en caldo celulosa (papel
Whatman No. 1) fueron centrifugados a
3500 rpm durante 30 min. El sobrenadante
fué descartado y el pellet colocado en
glutaraldehido al 2.5%, posfijado con
tetra6xido de osmio al 1.33% y luego
deshidratado en una serie de alcoholes al

| 30,50,70,90 100% (Kudo et al., 1987). Las

muestras se lavaron dos veces en 6xido de
propileno durante 20 minutos y finalmen-
te fueron embebidas en resina Epon. Sec-
ciones ultrafinas de estas muestras fueron
obtenidas con un ultramicrotomo Reichert
OM Uz, coloreadas en rejillas de 400 poros
y tefiidas con acetato de uranilo y citrato.
Todas las preparaciones fueron examinadas
en un microscopio electrénico bajo una
aceleracién de voltaje de 60 Kv.

Fermentacion de fuentes de carbono: La
capacidad para fermentar 27 carbohidratos
diferentes fué detectada por métodos
colorimétricos, en tubos anaerébicos tipo
Hungate (Moore y Moore, 1991).

En los cultivos anaerdbicos de las ce-
pas bacterianas purificadas se realizaron
también las pruebas de licuefaccion de la
gelatina, acetil-metil carbinol, motilidad,
produccion de HS, hidrélisis de la
esculina, almidén, y finalmente la reduc-
cién de nitratos y rojo de metilo; siguien-
do los procedimientos del laboratorio de

Tabla 1. Motilidad y pruebas de reaccion bioquimica de cepas bacterianas ruminales
aisladas de bovinos alimentados con heno de raigrés en un ecosistema de tropico alto en Colombia

Prueba bioquimica
Motilidad

Hidrdlisis de gelatina - 2
Reduccion de nitratos e -
Rojo de Metilo + #
Aerotolerancia - Z
Produccion de H,S
Hidrolisis esculina + +
Voges Proskauer : =

Cepa R38

Cepa R39

Cepa F33

Cepa F31 Cepa F32

+ - -

anaerobiosis del Instituto Politécnico de
Virginia (VPI) (Holdeman et al, 1977).

Resultados y Discusién

Todas las cepas bacterianas aisladas
crecieron abundantemente cuando se incu-
baron en un medio liquido utilizando celo-
biosa como tnica fuente de carbono.

Pases secuenciales en este medio y en
agar celobiosa permitieron la purificacién
y diferenciacién de cinco cepas de bacte-
rias anaerobias celuloliticas (F31, F32, F33,
R38 y R39), las cuales presentaron una
morfologia especifica tanto celular como
de colonia.

La identificacién de cada una de las ce-
pas a nivel de género, especie y subespecie
a partir de los andlisis de morfologia celu-
lar de colonia, de pruebas las bioquimicas
y los patrones de fermentacién de carbo-
hidratos se describe a continuacion.

Pruebas Bioquimicas y Patrones de
Fermentacién de Carbohidratos

Las pruebas de motilidad y licuefaccion
de la gelatina negativas, asociadas a la es-
tricta anaerobiosis y a la incapacidad para
reducir nitratos (Tabla 1), aportaron las
primeras sefales bioquimicas a la identi-
ficacién de las cepas aisladas como bacte-
rias celuloliticas ruminales. Al comparar
los patrones de fermentacién de carbohi-
dratos (Tabla 2), de las cepas aisladas en
este estudio, con los patrones de clasifica-
cion establecidos por el Laboratorio de
Referencia para Anaerobios (Holdeman et
al, 1977), se encontré que las caracteristi-
cas bioquimicas de las cepas R38 y R3g
correspondian a las reportadas para
Ruminococcus albus y R. flavefaciens, res-
pectivamente (Stewart and Bryant, 1988).
Es reconocido que la mayoria de cepas del
género Ruminococcus aisladas de rumian-
tes en diferentes nichos ecolégicos, utili-
za principalmente celulosa, xilano y
celobiosa (Stewart and Bryant, 1988),
aunque han sido aisladas cepas atipicas
que fermentaron mas de 20 sustratos di-
ferentes (Van der Linden et al, 1984; Van
der Toorn and Van Gylswyk, 1985). La
cepa R38 (R. albus) aislada en este estu-
dio, ferment6 mas carbohidratos que la
cepa R39 (R. flavefaciens), sin embargo,
ambas cepas fermentaron celobiosa,
pectina y xilano (Tabla 2).

Mientras tanto, las mismas pruebas
demostraron la presencia de Fibrobacter
succinogenes en las cepas F31, F32 y F33. La
principal diferencia en el perfil bioquimico
de las cepas de Fibrobacter con relacién a las
cepas de Ruminococcus, estd en la no
utilizacién de pentosas para su crecimiento
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por el género Fibrobacter (Morris and Van
Gylswyk,1980), situacion que se evidencio
en los aislados colombianos (Tabla 2).

Caracteristicas morfoldgicas

Morfologia de colonia

La cepa R38 crecié en colonias multi-
lenticulares, conformadas por tres o cua-
tro lentes del mismo tamano, agrupadas
concéntricamente (Figura1). No se encon-
tré en este estudio la presencia de las co-
lonias rizoidales reportadas por Van
Gylswyk y Roche (1970), para la especie R.
albus.

La cepa R39 también creci6 generalmen-
te, en colonias multilenticulares, confor-
madas por tres o cuatro lentes del mismo
tamafio, agrupadas concéntricamente
(Figura 2). Colonias multilenticulares de
asociacién concéntrica también fueron
reportadas por Hungate (1966) para las es-
pecies R.flavefaciens al igual que para R.
albus. En esta cepa no se detecto la presen-
cia de las colonias rizoidales reportadas por
Van Gylswyk y Roche (1970), para las bac-
terias del género Ruminococcus.

Los aislados F31 , F32 y F33 presenta-
ron colonias con una apariencia lenticular
similar a la reportada por Montgomery y

Figura 1. Microfotografia de una colonia bacteriana de
Ralbus en Roll Tube celobiosa (12X).

Figura 2. Microfotografia de una colonia bacteriana de
R flavefactens en Roll Tube celobiosa (12X)

Tabla 2. Patrones de fermentacion de carbohidratos para cepas bacterianas ruminales aisladas de bovinos

alimentados con heno de raigras en un ecosistema de tropico alto en Colombia

CEPAS RUMINALES

Carbohidratos R38 R39
Adonitol - %
Arabinosa - -
Celobiosa + +
Dulcitol

Erytritol

Fructosa +

Galactosa 2
Glucosa +
Hidrdlisis almidon - -
Inositol - -
Lactosa

Maltosa E -

Manitol

Manosa

Melezitosa

Melibiosa

Pectina - +
Rafinosa
Ramnosa = 7

Ribosa - -
Salicina
Sorbosa - -
Sorbitol

Sucrosa + =
Trealosa -

Xilano + +
Xilosa
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F31 F32 F33
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: .
F .

colaboradores (1988) para las cepas del
género Fibrobacter; no obstante, cuando se
realizd un andlisis més exhaustivo de las
cepas aisladas en este estudio, se detect6
una amplia diversidad de morfologia de
colonia. Dicha diversidad, puede ser expli-
cada por las diferencias en la posicién es-
pacial en que se encuentre ubicada una
colonia lenticular creciendo en cultivos
con agar celobiosa. De este modo fueron
registradas seis apariencias posibles para
las colonias de cepas celuloliticas perte-
necientes al género E succinogenes :

Lenticular : se caracterizé por discos
lenticulares (190 - 260 pm) de perfecta de-
finicién en sus bordes. Esta colonia siem-
pre estuvo en posicion horizontal y en la
profundidad de la pelicula de agar. (Figura
34A)

Lenticular de bordes sinuosos : cuando la
colonia de tipo lenticular conservé la posi-
cién horizontal, pero su ubicacién fué su-
perficial en la pelicula de agar, los bordes se
hicieron irregulares, Generalmente, su ta-
mafio no excedi6 al de las lenticulares en
profundidad. (Figura 3 B)

Lenticular biconvexa: cuando la colonia
lenticular estuvo en profundidad de agar en

25

Figura 3. A) Microfotografia de una colonia de £ succinogenes

en Roll Tube en la profundidad de |2 pelicula
de agar (10x)

Figura 3. B) Microfotografia de una colonia de £ sucanogenes

en la superficie de la pelicula de agar (10x)
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Figura 4. Microfotografia de una colonia de £
succinogenes lenticular biconvexa vista lateral (12X)

Figura 6. Microfotografia de una colonia en forma
elipsoidal de Fsuccinogenes en Roll Tube

et .2
Figura 8. Microfotografia de R albus cocos gram
positivos (X1000)

posicién vertical, tom6 la apariencia de
una lente delgada biconvexa, usualmente
de 90 pm de espesor (Figura 4)

Lenticular biconvexa con halo : se trata
de una lente biconvexa cuyos margenes de
colonia han alcanzado la superficie de la
pelicula de agar, generando con ello el cre-
cimiento de un halo bacteriano circular y
superficial que di6 la apariencia virtual de
que la colonia estaba incluida dentro de
una circunferencia (Figura 5)

Elipsoidal: las colonias de esta morfo-
logia, aparecieron cuando las lentes bicon-
vexas se inclinaban sobre su eje axial para
generar una colonia de apariencia elipsoi-
dal, cuyo didgmetro dependia del grado de
inclinacién (Figura 6)

Abanico: se trata de colonias lenticu-
lares horizontales, las cuales a través de

una ligera inclinacion colocan en contac- |

to uno de sus mdrgenes con la superficie
del agar, generando un halo circular que
se ve interrumpido en sus bordes por la
formacion de una muesca que encaja y

bordea la porcion de la colonia que ha al- |

i’igura 5. Microfotografia de una colonia de
Fsuconogenes biconvexa con halo (10X)

Figura 7. Microfotografia de una colonia de
Fsuccnogenes en forma de abanico

i e . .
Figura 9. Microfotografia de R flavefaciens cocos gram
positivos (X1000)

canzado la superficie, dando la apariencia
de un abanico (Figura 7)

Los andlisis de morfologia de colonia
realizados sobre cultivos puros de F31y F32
revelaron la presencia de una rica variabi-
lidad dentro del género Fibrobacter, de la
cual no se conocen reportes y, que fué fun-
damentada en los seguimientos de la
distribucion espacial de su colonia y del
comportamiento cinético que generan sus
células, cuando alcanzan la superficie del
agar y generan halos de crecimiento
bacteriano. Esta diversidad de colonia en-
contrada, podria permitir el seguimiento
de éste género en estudios de ecologia
bacteriana en animales mantenidos bajo
diferentes dietas, al igual que podria per-
mitirle a los microbiologos del rumen ais-
lar rdpidamente esta bacteria a partir de
un cultivo primario de bacterias celulo-
liticas, basindose en los diferentes
morfotipos de colonia. Es necesario, sin
embargo, adelantar mds estudios con
muestras de contenido ruminal de bovi-
nos en otros ecosistemas, para confirmar

la utilidad de estos hallazgos morfolégicos
como patrones en la identificacion de bac-
terias ruminales del género Fibrobacter.

Morfologia Celular y Reaccion en Gram

La cepa R38 present6 una morfologia
cocoide de aspecto grueso de 1.7 - 2 um, de
reaccion Gram positiva. Las células se pre-
sentaban generalmente solas, pocas veces
en forma de diplococo y excepcionalmente
dispuestas a manera de cadenas cortas (de
4-10 células), sugiriendo la presencia de
un Ruminococcus (Figura 8). La cepa R3g,
correspondiente al género Ruminococcus,
mientras tanto se caracterizé por cocos
grandes, Gram positivos (0.8 - 1.8 pm),
solos, frecuentemente en pares y ocasio-
nalmente en cadenas de 4 a 10 células,
(Figura 9)

Las cepas F 31, F32 y Fa3, correspon-
dieron a células Gram negativas que mos-
traron marcado pleomorfismo a lo largo
de 48 horas de cultivo. Entre 4 y 18 horas
de incubacién predominaron cocobacilos,
cocobacilos y bacilos a las 24 horas, mien-
tras que a las 48 horas se encontraron ba-
cilos en degeneracion, cocobacilos y
bacilos Gram variables.

En general, utilizando microscopia de
contraste de fases, se pudieron definir dos
tipos de morfologfa celular predominan-
tes en estas cepas: bacilos pleomorficos y
células cocoides generalmente tomando la
apariencia de un limoén,

Las cepas F 31y F32, presentaron célu-
las Gram negativas en forma de bacilos
gruesos y cortos usualmente acompaniadas
por células en forma de limén, correspon-
diendo a la descripcion de la subespecie
Fibrobacter succinogenes succinogenes
(Montgomery et al., 1988), (Figura 10).

Mientras tanto, la cepa F33 correspon-
dié a la subespecie F. s. elongata'y se carac-
terizé por células Gram negativas que se
presentaron generalmente como bacilos
pleomérficos, cuya principal diferencia
morfolégica con la cepa F-31 fué la de ser
bacilos mas delgados y alargados, en los
cuales estdn ausentes las células cocoides
en forma de limén (Montgomery et al.,
1988), (Figura 11).

Estudios de Ultraestructura

Se verifico en la cepa R38, la presencia
de un coco grande, caracterizado por te-
ner una pared celular fina y una cubierta
de material extracelular altamente
electrodenso y sin proyecciones fibrilares
sobre su superficie correspondiente al
glicocaliz. Este presentaba una apariencia
de cinta, producto de la agrupacién com-
pacta de varias fibras laminares adyacen-

REVISTA CORPOICA « VOL 1= N°1= OCTUBRE 1996
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— 4 A ifsan s ol
Figura 11. Bacilos gram negativos F.succinogenes
elongata (X1000)

r)'“.“

s
Figura 12. Microfotografia electranica de transmision
(TEM), de R albus (x163500) m, membrana celular.
G, Clicocalix

tes, con un espesor aproximado de 4
nm.(Figura12). El espesor y la apariencia
del glicocdliz permitieron identificar la cepa
como R. albus, y diferenciarla de la otra es-
pecie de Ruminococcus el R. flavefaciens
(Latham et al., 1978).

Las ligeras variaciones encontradas en el
espesor del glicocdliz entre células de la
misma muestra, sugieren que su produc-
cién esta relacionada con el estado fisiold-
gico de cada célula,

En la cepa aislada en este estudio, se en-
contré una clara diferenciacion de la mem-
brana celular con respecto a la cubierta de
polisacaridos o glicocdliz (Figura 12),a di-
ferencia de lo encontrado por el grupo de
Patterson de la Universidad de Calgary
(Patterson et al, 1975), quienes trabajaron
con una cepa de R. albus del laboratorio de
referencia de la Universidad de Illinois. El
glicociliz de la cepa colombiana de R. albus
adiferencia de R. flavefaciens no estableci
contacto directo con el sustrato celuldsico
en el que fué cultivada (Papel Whatman
No.1) para los estudios de microscopia elec-
tronica. Diferencias en la capacidad de las
bacterias celuloliticas ruminales para adhe-
rirse al sustrato, han sido reportadas en es-
tudios de microscopia electrénica (Akin
and Barton, 1983 ). Estos autores encontra-
ron que las bacterias del género Fibrobacter
se adherian més firmemente a la pared ce-
lular de la particula que estd siendo degra-
dada, que las bacterias del género
Ruminococcus.

El andlisis ultraestructural de la cepa

REVISTA CORPOICA » VOL 1+ N°1 +» OCTUBRE 1996

Figura 13. Microfotografia electronica de
transmision de R. flavefaciens (x163500) (pf,

proyecciones fibrilares)

R39, reveld la presencia de células cocoides
de pared muy gruesa, aisladas o dispuestas
en pares (diplococos) o en forma de cade-
nas cortas (4 células). Cada célula estaba

rodeada por una cubierta de aproximada- |

mente 50 nm de material electrodenso al-
tamente condensado, caracterizado por la
existencia de una abundante cantidad de
proyecciones fibrilares (Figura 13). Esta ca-
racteristica ademads de permitir la identifi-
cacién de esta bacteria ruminal celulolitica
como perteneciente a la especie Rumino-
coccus flavefaciens, en un cultivo puro 6 en
un cultivo mixto, establece la diferenciacién
ultraestructural entre los dos cocos
celuloliticos predominantes en el rumen :
R. flavefaciens y R. albus (Pettipher and
Latham, 1979).

En los cortes ultrafinos de las cepas F31,
F32 y F33, se detectd bajo el microscopio
electrénico la presencia de un bacilo
pleomérfico similar al descrito por Cheng
y colaboradores (1984). Predominaron los

bacilos cortos y gruesos (F 31, F32), aun- |

que también se encontraron bacilos largos
y con extremos delgados (F33), todos ca-
racterizados por tener un contenido
intracelular y una fina membrana celular
menos electrodensa, la cual corresponde
ala acumulacion de pequenas cantidades
de material extracelular (Figura 14). La
capa electrodensa detectada (aproximada-

| mente 10-20 nm) no poseia material

fibroso, tal como se encontré en las cepas
de Ruminococcus y en los aislados rumi-
nales identificados como Ruminococcus

.

Figuré 14. Microfo
Fibrobacter succinogenes (P.pared) (x163.500)

flavefaciens por Patterson y colaboradores
(1975).

A pesar de que las pruebas bioquimicas
y los patrones de fermentacién de carbohi-
dratos de las cepas aisladas fueron impor-
tantes en el proceso de identificacion de las
mismas a nivel de género, los estudios de
microscopia electrénica de transmision
permitieron confirmar la clasificacion de
las cepas a nivel de género, e identificar las
cepas a nivel de especie en el caso de
Ruminococcusy a nivel de subespecie en el
caso de Fibrobacter.

Las cepas bacterianas aisladas del rumen
de los bovinos en experimentacion,
Fibrobacter succinogenes succinogenes ( F31
v F32), Fibrobacter succinogenes elongata ( F
33 ), Ruminococcus albus ( R38 ) y Rumi-
nococcus flavefaciens ( F39 ), son conside-
radas las principales especies celuloliticas
del rumen de bovinos (Wallace, 1994) y
este es el primer reporte de su aislamien-
to en el pais.

Las caracteristicas de morfologia de co-
lonia reportadas en este estudio y susten-
tadas por los hallazgos de ultraestructura,
tanto para los aislados de Fibrobacter, como
para los de Ruminococcus, podrian ser de
gran utilidad en experimentos de ecologia
bacteriana ruminal, orientados al estudio
de la diversidad microbiana (géneros) del
ecosistema ruminal de bovinos en diferen-
tes ambientes. La documentacién del ban-
co de germoplasma de microorganismos
anaerobios del rumen de bovinos, iniciado
por CORPOICA, a partir de este estudio
incluye para cada género de bacterias
celuloliticas del rumen, su apariencia
morfolégica celular Gram, microscopia de
contraste de fases, microscopia electrénica
de transmisién vy sus diferentes morfotipos
de colonia en cultivos de agar celobiosa.
Actualmente, se desarrollan los estudios para
evaluar la capacidad de degradacién de
sustratos celulésicos de diferente grado de
solubilidad, cristalinidad y polimerizacion.

; : o AR
tografia electronica de transmision (TEM) de
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