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Resumen

Se realizo la determinacion in vitro de la digestibilidad de
la celulosa presente en seis especies forrajeras autdctonas
(Atriplex lampa, Geofrroea decorticans, Tricomaria usillo,
Prosopis flexuosa, Mimosa ephedroides, Capparis
atamisquea) y en el heno de alfalfa (Medicago sativa), por
una cepa de Fibrobacter succinogenes. Esta cepa fue
aislada del rumen de caprinos biotipo Criollo de la region
de Lavalle, Mendoza. Se utilizaron las principales especies
forrajeras y las partes de las plantas consumidas por el
ganado caprino en pastoreo. La digestibilidad de Ia
celulosa contenida en Medicago sativa fue inferior a la
digestibilidad observada en Atriplex lampa, Geoffroea
decorticans y Tricomaria usillo, mientras que no hubo
diferencias con Prosopis flexuosa, Mimosa ephedroides y
Capparis atamisquea. El contenido de lignina de los
forrajes estudiados sugiere que los tejidos no lignificados
son mucho mas degradados que los tejidos lignificados de
los forrajes evaluados.

Introduccion

Los animales rumiantes se caracterizan por alimentarse de
forrajes debido a la posibilidad de degradar los
carbohidratos estructurales contenidos en los vegetales
(fibra), como celulosa, hemicelulosa y pectina; muy poco
digestibles para las especies monogastricas. La
degradacién del alimento se realiza mayoritariamente por
digestién fermentativa y no por la accion de las enzimas
digestivas, y los procesos fermentativos los realizan
diferentes tipos de microorganismos a los que el rumiante
aloja en sus diverticulos estomacales (Relling y Mattioli,
2002). El aparato digestivo de los rumiantes consta de tres
diverticulos estomacales (reticulo, rumen y omaso) que
sirven para digerir la fibra y parte de la proteina del
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alimento, y un estdmago verdadero (abomaso) donde se
produce la secrecién gastrica. El 60-65% de la digestion de
los nutrientes tiene lugar en el rumen, donde se produce
la fermentaciéon de aproximadamente las dos terceras
partes del alimento ingerido, lo cual les permite a los
microorganismos responsables de dicha fermentacion,
obtener la energia necesaria para su propio
mantenimiento y crecimiento (Sydney y Lyford, 1988). Por
este motivo, podemos decir que la nutricion del rumiante
depende de la nutricidn de los microorganismos ruminales
(Relling y Mattioli, 2002).

En laregion de Lavalle (Mendoza), las cabras componen su
dieta con una alta proporcién de especies arbustivas, las
qgue constituyen una importante oferta de fibra. Se
observd que las especies de mayor importancia forrajera

fueron Prosopis flexuosa, Atriplex lampa, Larrea
cuneifolia, Tricomaria usillo, Geoffroea decorticans y
Capparis atamisquea (Allegretti et al., 2005). Lla

digestibilidad de la materia seca y de la fibra observada en
ciertas razas caprinas adaptadas a zonas aridas vy
alimentadas con dietas altamente lignificadas, supera la
digestibilidad observada en razas europeas y en otros
rumiantes domésticos (Silanikove and Brosh, 1989). Esto
les permite lograr un mejor aprovechamiento de las
especies forrajeras que predominan en estos ambientes
aridos, indicando una buena adaptacion a estas
condiciones de produccién. Esta adaptacion puede
deberse, entre otros factores, a una gran eficiencia en la
utilizacion de la fibra (Silanikove, 2000), por lo que el
estudio de las bacterias y enzimas fibroliticas ruminales
(celuloliticas y hemiceluloliticas) adquiere importancia en
I\os sistemas de produccidn caprina en nuestro pais. Las
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bacterias celuloliticas se caracterizan por degradar la
celulosa y hemicelulosa de la célula vegetal, los cuales se
encuentran principalmente formando parte de la pared
celular vegetal (Stewart et al, 1997). Fibrobacter
succinogenes (F. succinogenes) es una de las bacterias
celuloliticas mas importante del rumen cuando los
animales se alimentan con dietas de baja calidad
nutricional (Bryant y Burkey, 1953). Los cultivos puros de
las cepas de F. succinogenes S85 y A3c digieren in vitro a
la celulosa contenida en los forrajes en mayor medida que
varias de las otras especies bacterianas celuloliticas (Varel,
1991).

A partir de una cepa de F. succinogenes aislada del rumen
de caprinos biotipo Criollo, se pretende determinar la
digestibilidad in vitro de la celulosa contenida en las
principales especies forrajeras autdctonas, seleccionadas
naturalmente por estos caprinos. Este conocimiento
permitird en un futuro comprender los mecanismos de la
degradacion de la celulosa por dicha cepa. Esto es esencial
para ampliar los conocimientos relacionados con el
proceso de fermentacién ruminal desarrollado por estos
animales y en un futuro formular estrategias de
manipulacion de dicha fermentacidn, orientadas a
mejorar la eficiencia en la produccidn de carne y leche de
los caprinos en los sistemas dridos.

Materiales y método

En el presente estudio se utilizaron cabras biotipo Criollo,
adultas, hembras, de 3 afios de edad, que fueron
sometidas a un proceso de fistulizacién quirdrgica seguin
lo recomendado por Grilli et al. (2009). Durante dos
estaciones climaticas (invierno y verano), se trasladaron
los animales fistulizados al puesto “La Majada”, ubicado
en Lavalle, Mendoza. Los animales fueron pastoreados en
el campo natural durante 15 dias. La composicidn
nutricional de los forrajes seleccionados por el ganado se
realizd segun las técnicas AOAC (1984) para materia seca,
hemicelulosa, celulosa y lignina. Al finalizar los 15 dias de
pastoreo, se tomaron muestras de contenido ruminal a
través de la fistula ruminal para el aislamiento de las
bacterias anaerobias. Los cultivos con actividad
celulolitica fueron acondicionados para la extraccién de
ADN (Koike y Kobayashi, 2001). La identificacion genética
de las cepas aisladas se realizd por la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), descripta por Tajima et
al (1999), utilizando el kit QIA ampw DNA Stool
(Byodinamics®). Se utilizaron primers para amplificar el
fragmento que codifica para el ARNr de la subunidad 16S
de las siguientes bacterias celuloliticas: F. succinogenes
(445 pares de base —bp-), Ruminococcus flavefaciens (835
bp) v Ruminococcus albus (176 bp). La identificacion
bioquimica de la cepa aislada se realizd por la
determinaciéon del patron de fermentacion de los
siguientes carbohidratos: glucosa, fructosa, xilosa,
arabinosa, manosa, galactosa, ramnosa, maltosa,
celobiosa, sacarosa, trehalosa, manitol, glicerol, dulcitol,
adonitol, inositol, dextrina, rafinosa, almidén, xilano y
carboximetilcelulosa (CMC); siguiendo las
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especificaciones de Moore y Holdeman (1972). Se
determind el porcentaje de digestibilidad de la celulosa
contenida en la alfalfa (Medicago sativa) y en 6 especies
forrajeras  nativas  (Prosopis flexuosa, Capparis
atamisquea, Geoffroea decorticans, Mimosa ephedroides,
Tricomaria usillo y Atriplex lampa). Para ello, estos forrajes
y las partes de las plantas consumidas por el ganado
caprino fueron secados en una estufa a 602C y luego
molidos. Se prepard un medio de fermentacidn afiadiendo
0,5% del forraje procesado como Unica fuente de energia.
Los tubos fueron inoculados con 0,2 ml de un cultivo de 24
h de la cepa aislada. Los tubos fueron incubados a 392C
durante 14 dias, en condiciones de anaerobiosis. El
analisis de la celulosa contenida en los forrajes se llevo a
cabo de acuerdo con el procedimiento de Dehority y Scott
(1967) en los tubos inoculados y sin inocular. Los
resultados del porcentaje de digestibilidad de la celulosa
fueron analizados mediante un andlisis de la varianza
seguido por el procedimiento de Tukey con un nivel de
probabilidad de 0,05. El analisis de correlacion entre los
porcentajes de digestibilidad de la celulosa y Ila
composicién nutricional de los forrajes evaluados fue
analizado mediante el coeficiente de correlacién de
Pearson, con un nivel de probabilidad de 0,05. Todos los
procedimientos  estadisticos fueron determinados
utilizando el software para estadistica InfoStat version
2009 (Di Rienzo et al., 2009).

Resultados y Discusion

Los resultados del PCR indican que se logré identificar una
cepa wild type de la especie bacteriana F. succinogenes
(Figura N2 1), con un tamafio del fragmento de ADN
amplificado de 445 bp. La misma fue caracterizada
morfologicamente como pequefios bacilos de 2,7 £0,3 um
de largo y 0,7 £ 0,1 um de ancho, Gram negativos,
anaerobios estrictos e inmoviles.
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Figura N2 1. Electroforesis en gel de Agarosa para
identificar las bandas de 445 pb que permiten identificar
el fragmento amplificado por PCR del ADN gendmico de F
succinogenes que codifica para el ARNr de la subunidad
ribosomal 16S. Los resultados del patron de fermentacion
de los diversos carbohidratos indican que la cepa aislada
produjo fermentacion de la glucosa, manosa, galactosa,
sacarosa, celobiosa y manitol; similar a lo reportado por
Stewart et al. (1997). La cepa fue capaz de formar colonias
con halos de hidrdlisis alrededor de la CMC, similar a lo
reportado por Hungate (1966). La evidencia de degrad
acion de la CMC supone la presencia de actividad de las
enzimas celuloliticas w-(1,4) y/o (1,3)-D-glucanohidrolasa
en la cepa aislada (Theater y Wood, 1982). Sin embargo,
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seria necesario en un futuro, indagar mas acerca de las
caracteristicas enzimdticas de la cepa aislada para
evidenciar su rol en la variabilidad de la digestion in vitro
de la celulosa. Los porcentajes de digestibilidad de la
celulosa (media + D.E.) contenida en diversos forrajes,
incubados durante 14 dias con la cepa aislada, se observan
en la Tabla N2 1.

Tabla 1 Porcentajes de digestibilidad (media + DE) de Ila
celulosa contenida en diversos forrajes por la cepa de
Fibrobacter succinogenes.

Forrajes Digestion de la
celulosa (%)
Medicago sativa 19,10 £ 4,721
Prosopis flexuosa 19,48 + 1,71t
Mimosa ephedroides 29,49 + 9,261
Geoffroea decorticans 31,22 £ 4,221
Capparis atamisquea 36,76 £ 7,282
Tricomaria usillo 38,23 + 0,652
Atriplex lampa 50,36 + 4,492

La digestibilidad de la celulosa contenida en Medicago
sativa (especie forrajera de excelencia para el ganado), fue
inferior (p<0,05) a la digestibilidad observada en Atriplex
lampa, Geoffroea decorticans y Tricomaria usillo, mientras
que no hubo diferencias con la digestibilidad observada en
Prosopis flexuosa, Mimosa ephedroides y Capparis
atamisquea. El coeficiente de correlacién (r=-0,81; p <
0,05) entre el contenido de lignina de los forrajes
evaluados y el porcentaje de digestibilidad de la celulosa
contenida en dichos forrajes sugiere que los tejidos no
lignificados son mucho mas degradados que los tejidos
lignificados de los forrajes evaluados. Esto sugiere que la
lignina actuaria como una barrera fisica entre las bacterias
celuloliticas y la celulosa presente en la pared celular de
estas especies forrajeras (Jung y Engels, 2001). Los
resultados obtenidos en este estudio han permitido
ampliar los conocimientos para comprender en un futuro
los mecanismos de degradacion de la celulosa por la cepa
bacteriana aislada. El estudio de la microbiota habitual del
rumen es fundamental para comprender el proceso de
fermentacion ruminal y en un futuro formular estrategias
de manipulacién de dicha fermentacién orientadas a
mejorar la eficiencia en la produccidn de carne y leche de
los caprinos en sistemas aridos.
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