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Resumen

En la region de Lavalle, Mendoza, las cabras componen su
dieta con una alta proporcion de especies arbustivas, las
que constituyen una importante oferta de fibra vegetal. La
gran eficiencia en la utilizacidn de esa fibra puede deberse,
entre otros factores, a las caracteristicas de las bacterias
ruminales fibroliticas (celuloliticas y hemiceluloliticas). Por
lo tanto, el estudio de estas bacterias adquiere gran
importancia en los sistemas de produccién caprina en
nuestro pais. El objetivo de este trabajo fue identificar y
caracterizar, mediante pruebas bioquimicas y genéticas,
bacterias fibroliticas aisladas del rumen de cabras criollas.
Las secuencias del gen que codifica para la subunidad 16S
del 4cido ribonucleico (ARN) ribosomal (acido
desoxirribonucleico ribosomal o ADNr 16S) son una
poderosa herramienta para la clasificacion taxonédmica de
las bacterias ruminales y para demostrar la gran diversidad
microbiana presente en el rumen de estos animales. En
este trabajo se aislaron 13 cepas de bacterias anaerobias
estrictas del rumen de cabras biotipo criollo que pastorean
en el campo natural del Noreste de Mendoza. Una de ellas
fue identificada genéticamente, utilizando la
secuenciacion del ADNr 16S, y fenotipicamente, mediante
sus caracteristicas morfoldgicas, el patron de fermentacion
de diversos carbohidratos y los productos finales
obtenidos a partir de estos procesos fermentativos. Los
resultados obtenidos apoyan la designacidn de esta cepa
como perteneciente al género Pseudobutyrivibrio ruminis,
un biotipo recientemente clasificado de la bacteria
celulolitica Butyrivibrio fibrisolvens. Estos biotipos son
predominantes en el rumen de animales adaptados a
rigurosas condiciones de alimentacion y a dietas de baja
calidad nutricional. Fue la primera vez que se logro el
aislamiento y la identificacion de una cepa bacteriana a
partir del contenido ruminal de cabras criollas.
Introduccion

En la region de Lavalle, Mendoza, las cabras componen su
dieta con una alta proporcidén de especies arbustivas, las
gue constituyen una importante oferta de fibra vegetal
(Allegrettiy otros, 2005). La gran eficiencia en la utilizacion
de la fibra por parte de estas cabras puede deberse, entre
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otros factores, a las caracteristicas de las bacterias
fibroliticas (celuloliticas y hemiceluloliticas). Por lo tanto,
el estudio de estas poblaciones bacterianas adquiere gran
importancia en los sistemas de produccidn caprina en
nuestro pais. Las secuencias del ADNr 16S pueden ser una
poderosa herramienta para la clasificacién taxonémica de
las bacterias (Kobayashi, 2006). El analisis de estas
secuencias fue iniciado por Whitford y otros (1998),
continuado por Tajimay otros (1999) a partir del contenido
ruminal de bovinos y ovinos. Hasta el momento no se han
analizado muestras de contenido ruminal pertenecientes
a la especie caprina por medio de esta metodologia. Segun
el analisis comparativo de las secuencias del gen ADNr 16S
obtenidas de rumiantes alimentados en el campo natural,
la proporcion de bacterias desconocidas en el rumen es
muy alta (Yamano y otros, 2003). En consecuencia, el
rumen de estos animales puede contener una mayor
cantidad de bacterias anaerobias cuya funcidén es
totalmente desconocida. Algunas de éstas podrian ser
responsables de la adaptacion de los rumiantes a dietas de
baja calidad nutricional que contienen fibras poco
digestibles y factores antinutricionales, como los taninos
(Nishitani y Osawa, 2003). Se ha propuesto utilizar estas
bacterias desconocidas en el rumen como probidticos o
como fuentes de enzimas para la formulacién de
estrategias de manipulaciéon de la fermentacién ruminal
(Kobayashi, 2006), orientadas a mejorar la nutricion y, por
lo tanto, la produccidn caprina. El objetivo de este trabajo
fue identificar y caracterizar, mediante pruebas
bioquimicas y genéticas, bacterias fibroliticas aisladas del
contenido ruminal de cabras criollas.

Materiales y métodos

En este estudio se utilizaron cabras biotipo criollo, adultas,
hembras, de 3 afos de edad, que fueron sometidas a un
proceso quirurgico de fistulizacion ruminal segin lo
recomendado por Grilli y otros (2009a). Estos animales fueron
trasladados al Noreste de Lavalle, Mendoza (zona hiperdrida
y desértica) y conducidos para realizar el pastoreo a campo
natural durante 15 dias. Al finalizar este tiempo se tomaron
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muestras del contenido ruminal a las 22 horas desde la
ultima ingesta de alimento (Grilli y otros, 2009b). A
partir de este contenido ruminal se realizaron el
aislamiento y la purificacién de varias cepas bacterianas,
siguiendo las recomendaciones de Bryant y Burkey
(1953). Las cepas aisladas vy purificadas fueron
acondicionadas para la extraccion de ADN por el
procedimiento de fenol-éter (Sambrook y otros, 1989).
A partir del ADN extraido se amplificaron las regiones del
gen ADNr 16S mediante la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR o Polymerase Chain Reaction),
utilizando el kit QlAamp DNA Stool (Byodinamics). El
fragmento amplificado por PCR fue purificado con el kit
Illustra GFX™ (GE Healthcare). Este fragmento fue
clonado en un vector plasmidico para secuenciacion
(pCR®4-TOPO®) y con este vector se transfectaron
Escherichia coli competentes (One Shot®TOP10)
utilizando el kit TOPO TA Cloning (Invitrogen).
Posteriormente se procedié con el cultivo de las E. coli
competentes en un medio Luria-Bertoni con ampicilina
y se realizo la seleccién de las bacterias recombinantes
resistentes a este antibidtico. Para la purificacidn de los
pldsmidos se utilizo el kit Illustra Plasmid Prep Mini Spin
(GE Healthcare). La secuenciacion del ADN plasmidico
purificado se realizd por el método de Sanger con
secuenciadores capilares. Para la identificacion genética
de las cepas aisladas se usaron las secuencias editadas
del ADNr 16S y se construyd un arbol filogenético. La
identificacion bioquimica de las cepas aisladas se
fundamenté en los estudios de fermentacién de diversas
fuentes de carbono y en los productos finales obtenidos
a partir de la fermentacién de la glucosa. Esta ultima se
realizé utilizando un cromatdgrafo de gases, como lo
describieron Erwing y otros (1961).
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Resultados y discusion

A partir del contenido ruminal de cabras criollas que
pastoreaban en el campo natural, se aislaron y purificaron 13
cepas de bacterias ruminales anaerobias estrictas. Una de
ellas fue identificada segun el anadlisis filogenético del gen
ADNr16S. Se determind que la cepa 153 esta estrechamente
relacionada con la bacteria ruminal Pseudobutyrivibrio
ruminis, descripta por Van Gylswyk y otros (1996).

La secuencia de nucledtidos de este gen se depositd en el
GenBank bajo el nimero de acceso JN619348. La cepa aislada
fue caracterizada morfolégicamente como pequeiios bacilos
curvos, Gram negativos, anaerobios estrictos. Los hidratos de
carbono que permitieron el crecimiento de la cepa P. ruminis
153 fueron glucosa, maltosa, xilosa, manosa, galactosa,
celobiosa, lactosa, sacarosa, trehalosa, dextrina, xilano y
carboximetilcelulosa (CMC). Se determind que, a partir de
28mM de glucosa, la cepa P. ruminis 153 produjo 10mM de
acido butirico y 17mM de acido lactico como los principales
productos finales de fermentacion, y una pequefa cantidad
de 4cidos acético y propionico (menos de 1mM). La
produccion de lactato es una de las principales caracteristicas
para la identificaciéon de P. ruminis (Van Gylswyk y otros,
1996). Estos resultados apoyan la designacion de la cepa
como perteneciente al género Pseudobutyribivibrio ruminis,
un nuevo biotipo recientemente clasificado de la bacteria
fibrolitica Butyrivibrio fibrisolvens. Estos biotipos bacterianos
son predominantes en el rumen de animales adaptados a
rigurosas condiciones de alimentacidon y a dietas de baja
calidad nutricional (Orpin y otros, 1985; Forster y otros, 1996,
y Kobayashi, 2006), similares a las condiciones de
alimentacion de las cabras sometidas a pastoreo en el campo
natural durante el invierno. Este fue el primer aislamiento
reportado de una cepa bacteriana a partir del contenido
ruminal de cabras criollas.
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