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Resumen

El rumen contiene una poblacién bacteriana encargada de
la degradacion del xilano, el principal componente de la
hemicelulosa presente en la pared celular vegetal de los
forrajes que consumen las cabras. Las bacterias del
rumen, principalmente los géneros Butyrivibrio y
Pseudobutyrivibrio, sintetizan una gama de enzimas
xilanoliticas para la digestion eficaz de los componentes de
la pared celular. Los genes que codifican para xilanasas
pertenecientes a la familia glicosil hidrolasa 11 (GH11) y la
actividad xilanasa asociada han sido identificados en la
cepa tipo (Mz5) de P. xylanivorans. Por el contrario, poco
se sabe acerca de la diversidad y distribucion de los genes
xilanasa GH10 en otras cepas de Pseudobutyrivibrio. // El
objetivo del presente estudio fue identificar genes xilanasa
GH10 en P. ruminis 153, P. xylanivorans 2 y Mz5. Ademas,
se evalud la degradacion y utilizacién de xilano por las
cepas aisladas del rumen de cabras Criollas. Se identifico
un gen xilanasa (xynAPx) en P. xylanivorans 2 y otro gen
xilanasa diferente (xynBMz5) en P. xylanivorans Mz5.
Estos genes se relacionaron con enzimas presentes en
especies de Butyrivibrio. P. xylanivorans 2 fue capaz de
utilizar hasta el 53% de las pentosas totales presentes en
el xilano de la madera de abedul (BWX) y utilizar hasta el
62% del BWX. // La presencia de genes xilanasas GH10 y
la actividad xilanasa reportada en P. xylanivorans 2,
permiti6 concluir el rol funcional de esta cepa en la
degradacion de la hemicelulosa presente en forrajes con
abundante contenido de fibra vegetal. Esta caracteristica
podria ser uno de los mecanismos de adaptacion de los
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caprinos Criollos para el aprovechamiento de forrajes de
baja calidad nutricional que consumen en el campo natural.

Introduccion

La poblacion bacteriana del rumen trabaja sinérgica-mente
para hidrolizar eficientemente los polisacaridos de la pared
celular vegetal mediante la produccion de diferentes
enzimas, tales como celulasas, hemicelulasas, oxidasas,
etc. (Flint y Bayer, 2008; Brulc et al., 2009). La hidrolisis de
la pared celular vegetal es un proceso complejo en el que
la digestion de la hemicelulosa es el paso inicial para la
posterior hidrolisis de la celulosa (Ohgren et al., 2007). El
xilano es el componente principal de la hemicelulosa y su
hidrolisis completa requiere de la enzima [3-1,4-D-xilanasa
para escindir al xilano en pequefios xilooligosacéridos de
diferentes longitudes (Collins et al., 2005). // El microam-
biente ruminal contiene una poblacion bacteriana en-
cargada especificamente de la degradacién del xilano y es
un ambiente ideal para estudiar la diversidad genética de
las xilanasas funcionales. Las bacterias del rumen,
principalmente representadas por los géneros Butyrivibrio y
Pseudobutyrivibrio, sintetizan una amplia gama de enzimas
xilanoliticas para la digestién eficaz de los componentes
polisacéaridos de la pared celular de los forrajes (Dehority,
1967; Hespell et al., 1987; Mannarelli et al., 1990; Lin y
Thomson, 1991; Hespell y Cotta, 1995; Cotta y Zeltwanger,
1995; van Gylswyk et al., 1996; MarinSek-Logar et al.,
2000; Zorec et al., 2001;
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Kopeény et al., 2003; Cepeljnik et al., 2004). //A partir de
las especies bacterianas B. fibrisolvens y P. xylanivorans
se han aislado y caracterizado sélo unas pocas xilanasas
(Lin y Thompson, 1991; Cepeljnik et al., 2002; Cepeljnik et
al., 2004). La cepa tipo de P. xylanivorans (Mz5) produce
multiples xilanasas (Zorec et al., 2000; 2001; Cepeljnik et
al., 2004) responsables de la mayor actividad xilanolitica
entre las bacterias del rumen analizadas hasta el presente
(Marinsek-Logar et al., 2000). Muy poca informacion esta
disponible sobre la capacidad de otras cepas de P.
xylanivorans para degradar xilano y utilizar los productos
metabolizados para su crecimiento. //Recientemente, Grilli
et al. (2013) reportaron dos cepas bacterias de las
especies bacterianas ruminales P. xylanivorans 2 y
Pseudobutyrivibrio ruminis 153, aisladas a partir del rumen
de cabras Criollas alimentadas con forrajeras nativas. No
se dispone aun informacién acerca de la presencia de
genes codificantes para enzimas xilanasas en estas cepas
recientemente reportadas. //Las herramientas moleculares
que permiten la identificacion y secuenciacion de genes
también se han utilizado para explorar la diversidad
genética de estas enzimas fibroliticas producidas por las
bacterias ruminales (Flint et al., 1994; Dalrymple et al.,
1999). Esto ha permitido una mayor comprensién de la
diversidad de genes que codifican para estas enzimas, su
distribucion en las diversas bacterias y sus roles en la
degra-dacion de los polisacaridos de la pared celular
vegetal (Flint et al., 2008; Qi et al., 2008; Berg Miller et al.,
2009). /Wang et al. (2011a), a partir del contenido ruminal
de cabras, informaron recientemente un gran ndmero de
fragmentos de genes que codifican para xilanasas que
pertenecen a la familia 10 (GH10) y 11 (GH11) de enzimas
glicosil hidrolasa. Estas dos familias de enzi-mas presentan
diferentes propiedades fisico-quimicas, cinéticas y
cataliticas, y sus diferentes distribuciones podrian explicar
sus distintos roles en la degradacion del xilano en el rumen
(Garcia Campayo et al., 1993; Biely et al., 1997). //Las
secuencias de xilanasas GH 10 relacionadas al género
Bacteroides fueron dominantes en el rumen de las cabras,
y la mitad de estas secuencias estuvieron estrechamente
relacionadas con las xilanasas de Prevotella spp. (Flint et
al., 2008), uno de los géneros bacterianos mas importantes
involucrados en la degradacion del xilano en el rumen
(Gasparic et al., 1995). B. fibrisolvens también juega un rol
importante en la degradacién del xilano y de la
hemicelulosa contenida en la pared celular de diversas
especies vegetales forrajeras (Hespell y Cotta, 1995),
aunque las secuencias de genes xilanasa de B. fibrisolvens
u otras especies bacterianas similares a los butirivibrios
aun no han sido identificadas en el rumen de las cabras.
/lLos genes que codifican para xilanasas han sido
identifica-dos en diferentes cepas de B. fibrisolvens y P.
ruminis (Mannarelli et al., 1990; Lin y Thomson, 1991;
Dalrymple et al., 1999). Estas bacterias ruminales
producen solo xilanasas GH10 (Dalrymple et al., 1999). A
su vez, P. xylanivorans Mz5 posee un potente sistema
enzimético xilanolitico (Cepeljnik et al., 2004) y los genes
que codifican para xilanasas GH11 fueron identificados a
partir de esta cepa (Cepeljnik et al ., 2004; 2006), aunque
todavia no se han identificado genes que codifican para
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xilanasas GH10 en esta especie. //E| objetivo del presente
trabajo fue Identificar y caracterizar el repertorio de genes
endogenos que codifican para hemicelulasas (xilanasa) en
las cepas wild type (P. ruminis 153 y P. xylanivorans 2),
aisladas del rumen de cabras Criollas y en la cepa tipo (Mz
5) de la especie P. xylanivorans. //Por otro lado, se
pretende evidenciar la actividad hemicelulolitica de las
enzimas codificadas por dichos genes mediante ensayos in
vitro de degradacion de la hemicelulosa (xilano) por las
cepas aisladas del contenido ruminal de cabras Criollas.

Metodologia

Se utilizaron las cepas de bacterias, anaerobias estrictas,
hemiceluloliticas aisladas a partir del rumen de caprinos de
biotipo Criollo alimentados con forrajeras nativas del NE de
Lavalle (Grilli et al., 2013). Dichas cepas, denominadas
Pseudobutyrivibrio ruminis 153 'y Pseudobutyrivibrio
xylanivorans 2 se mantuvieron en el laboratorio a -20 °C y
periddicamente se reactivaron en un medio anaerobio
(RGM medium) que contenia 0,2% de celobiosa como
fuente de energia (Hespell et al., 1987). //Los experimentos
para evaluar la degradacion y utilizacion del xilano en
diferentes periodos de tiempo fueron iniciados con el
cultivo de las cepas P. ruminis 153 y P. xylanivorans 2
congeladas, previamente reactivadas. Para ello, las cepas
fueron inicialmente inoculadas en el medio RGM e
incubadas a 39 °C durante 24

h. Posteriormente, las mismas fueron inoculadas (0,3 mL)
en un medio de cultivo que contenia 0,4 g L-1 de xilano
proveniente de la madera del abedul (BWX, Sigma, USA).
Los cultivos fueron incubados a 39 °C desde el tiempo 0
(control) y durante 2, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h. El
crecimiento bacteriano en los cultivos fue cuantificado
mediante la medicion de las concentraciones de proteina
celular bacteriana (Lowry et al.,, 1951), desde lisados
celulares (NaOH 0,1 M, 70 °C, 20 min) y utilizando al-
bumina sérica bovina (Sigma, USA) como proteina es-
tandar. //Los carbohidratos presentes en las muestras de
cultivo fueron separados en: carbohidratos solubles en una
solucién de etanolacido acético (xilooligosacaridos) y
carbohidratos precipitables en la solucion de alcohol acido
(xilano sin degradar). //Para precipitar el xilano, una
fraccion del cultivo fue tratada con 3 volimenes de
solucién fria de acido acéticoetanol (95 % etanol y 5 % de
acido acético glacial). La mezcla se mantuvo en hielo por
30 min y luego fue centrifugada (16.000 x g, 4 °C, 10 min).
El sobrenadante fue fraccionado como xilano soluble en
alcoholacido (XSA). El precipitado fue lavado con la
solucién fria de acido acéticoetanol y nuevamente
centrifugado (16.000 x g, 4 °C, 10 min). El sobrenadante
fue descartado y el precipitado fue resuspendido en 5% de
NaOH. Esta suspension fue centrifugada a 16.000 x g, 10
min y el sobrenadante recuperado fue utilizado como la
fraccion insoluble en alcoholacido (XIA). Los carbohidratos
presentes en las fracciones XSA y XIA fueron analizados
para determinar el contenido de pentosas totales segin el
método del orcinol, utilizando xilosa como estandar
(Schneider, 1957). //La utilizacion del xilano se calcul6
desde la pérdida total de pentosas y la degradacion fue
estimada a partir de la cantidad de pentosas presentes en
el xilano
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que se convierten desde una forma insoluble a una forma
soluble en el alcohol acidificado (Dehority, 1967). La
actividad xilanasa fue medida en las cepas seleccionadas
luego de cultivarlas en el medio xilano durante 48 h. El
sobrenadante del medio de cultivo fue recuperado por
centrifugacion (12,500 x g, 30 min, 4 °C). Posteriormente,
20 pL del sobrenadante fueron agregados a 230 L de una
suspension de xilano al 1 % en buffer fosfato de sodio 50
mM. Esta mezcla se incubé a 37 °C durante 3 h. //La
actividad xilanasa fue determinada por la medicion de la
liberacion de azlcares reductores y expresada como
nanomoles de azlcares reductores liberados por segundo
por miligramo de proteina (nkat mg-1). El contenido de
azUcares reductores fue cuantificado por el método de
Somogyi como lo describié Nelson (1944), con la utilizacion
de xilosa como estandar. // Las cepas P. ruminis 153, P.
xylanivorans 2 y la cepa tipo (Mz5) de P. xylanivorans
fueron utilizadas para la identificacion de genes xilanasas
GH10. La cepa Mz5 fue gentilmente aportada por los Dres.
Jan Kope¢ny vy Jakub Mrazek del Ilaboratorio de
Microbiologia Anaerobia del Instituto de Fisiologia y
Genética Animal (Praga, Republica Checa). //lLas cepas
seleccionadas fueron reactivadas en el medio SFR e
incubadas a 39°C durante 24 h en condiciones de
anaerobiosis. Las bacterias fueron sedimentadas por
centrifugacion a 5.000 x g, 5 min y el “pellet” fue
resuspendido en 3 mL de Tris-EDTA 5 mM (pH 8,0) y
nuevamente centrifugado (5.000 x g, 5 min). El “pellet” final
resultante fue almacenado a -20 °C. El ADN bacteriano fue
extraido y purificado a partir del “pellet” bacteriano
utilizando el kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, USA)
segun el protocolo para bac-terias Gram positivas provisto
por el fabricante. //Dos pares de “primers” especificos para
genes xilanasas GH10: gen xynA (forward 5'-
ACTATGGACGAACGTCTT-GA-3' y reverse 5'-
CCTTTTTACCCTGGTTGAT-3") y gen xynB (forward 5'-
AAGTGGTTTTTCTGCGA-3' y reverse 5'-
TAATGAAGTCTCTTTTCC-3'), fueron utlizados para
amplificar estos fragmentos a partir del ADN purificado
segun el sistema de reacciéon y las condiciones de PCR
informadas por Dalrymple et al. (1999). Los productos de
PCR de la cepas evaluadas fueron visualizados en un gel
de agarosa y las bandas del tamafio esperado (315 pb,
aproximadamente) fueron cortadas y purificadas con el kit
NucleoTraP®CR para purificacion de ADN en gel de
agarosa (Macherey-Nagel, Alemania). //El ADN purificado
fue secuenciado con el kit BigDye Terminator v3.1 (Life,
USA) como se indica en el protocolo del fabricante. Las
mezclas de reaccion para secuenciacion fueron analizadas
por electroforesis en el secuenciador de ADN Applied
Biosystems 373A. Para cada gen evaluado, el producto de
PCR se secuencié completamente en ambas direcciones
de la hebra de ADN (“forward” y “reverse”). //Los productos
fueron secuenciados en el laboratorio de Gendmica del
Instituto de Biotecnologia, perteneciente al Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en Castelar,
Buenos Aires. Después de editar, las secuencias de los
genes xXynA y xynB presentes en las cepas aisladas se
compararon con secuencias relacionadas, reportadas por
Dalrymple et al. (1999) y publicadas en la base de datos de
nucleétidos del EMBL y del GenBank (NCBI). //Para
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la realizacion del andlisis filogenético las secuencias
fueron alineadas con MUSCLE (v3.7) configurado para
una mayor precision (Edgar, 2004). Después de la ali-
neacion, las posiciones con “gaps” fueron retiradas del
alineamiento. El arbol filogenético fue construido utili-
zando el método “neighbor joining” del paquete PHYLIP
(v3.66) (Felsenstein, 1989). El nimero de remuestreos
(“bootstrap”) utilizados fue 1000. Las distancias filoge-
néticas se calcularon utilizando FastDist y el modelo de
substitucién Kimura 2 parametros (Elias y Lagergren,
2007). La representacion gréafica y la ediciéon del arbol
filogenético se realizaron con TreeDyn (v198.3) (Cheve-
net et al., 2006).

Resultados y Discusién

Las cepas P. xylanivorans 2 y P. ruminis 153 fueron eva-
luadas por su actividad xilanolitica. Para ello, la utiliza-cién
de las pentosas totales fue analizada mediante el cultivo de
las cepas en un medio con xilano como la Unica fuente de
energia. Aproximadamente el 53 % del xilano presente en
el medio de cultivo fue utilizado dentro de las primeras 12 h
por la cepa P. xylanivorans 2 y este valor se mantuvo
constante hasta las 72 h de incubacion. La utilizacion del
xilano alcanzé su méximo valor 6 h después que la cepa P.
xylanivorans 2 inici6 la degradacién del xilano. Esto
coincide con lo reportado por Dehority (1967) para varias
cepas de B. fibrisolvens. //La méaxima utilizacién del xilano
por P. xylanivorans 2 ocurri6 a las 12 h de incubacion, , lo
que coincide con lo reportado para la cepa H17c de B.
fibrisolvens (Hespell y Cotta, 1995), mientras que la
utilizacion méxima del xilano alcanzada por la cepa B14 de
la bacteria ruminal Prevotella bryantii, ocurrié luego de 24 h
de incubacion (Miyazaki et al., 1997). P. xylanivorans 2
degradd la mayor parte del xilano (48%) durante las
primeras 6 h y alcanz6 la méxima degradacion (62%) luego
de 24 h de incubacion para mantenerse en valores
relativamente constantes hasta las 72 h. Estos datos
fueron similares a los obtenidos utilizando otras fuentes de
xilano para algunas cepas de Butyrivibrio fibrisolvens
(Dehority, 1967). //Cotta y Zeltwanger (1995) informaron
que las bacterias ruminales B. fibrisolvens y Selenomona
ruminantium degradaron el 52 y 55% del xilano en las
primeras 3 y 8 h, respectivamente, mientras que la cepa
B14 de Prevotella bryantii degrado el 46% del xilano en las
primeras 15 h de incubacion (Miyazaki et al., 1997). La
utilizacion del xilano por la cepa P. ruminis 153 apenas
supero el 10% luego de las primeras 6 hs de incubacién
(Grafico 2). //Debido a que la mayoria de las cepas de P.
ruminis reportadas por Dalrymple et al. (1999) y Kopecny
et al. (2003) no son xilanoliticas, los valores poco
significativos de utilizacion y degradacion del xilano de la
cepa P. ruminis 153, la ubican en la clasificacion de estos
autores. La cepa pudo haber crecido en este medio debido
a la presencia de pequefias cantidades de
xilooligosacaridos y otros carbohidratos presentes en el
fluido ruminal con el que se preparé el medio de cultivo con
xilano (Hespell et al., 1987). //La Figura 1 muestra la
utilizaciéon de las pentosas presentes en las fracciones
solubles e insolubles en alcoholacido del xilano y la
cuantificacion del crecimiento de la cepa P. xylanivorans 2
mediante la evaluacion del contenido de proteina celular.
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Figura 1. Utilizacién de las fracciones solubles e insolubles en
alcohol-acido del xilano segun el tiempo de incubacion de la cepa
P. xylanivorans 2

La escasa acumulacion de pentosas solubles en alcohol
acidificado (xilooligosacéridos) durante el crecimiento de la
cepa P. xylanivorans 2 en el medio que contiene xilano
(Figura 1), sugiere que los productos de degradacion fueron
metabolizados tan rapidamente como fueron generados y
gue esta cepa bacteriana fue capaz de aprovechar la
mayoria de los xilooligosacaridos generados por la
hidrélisis del xilano. La actividad xilanolitica de las
xilanasas secretadas en el sobrenadante del medio cultivo
fue 1,04 + 0,30 nkat mg-1. Este valor representd solo el
5% de la actividad xilanolitica de la enzima XynAll de P.
xylanivorans Mz5 reportada por Cepeljnik et al. (2004), que
utilizé la misma fuente de xilano y las mismas condiciones
de cultivo. //Mediante el uso de dos pares de “primers”
especificos, fueron amplificados fragmentos de
aproximadamente 315 pb de genes xilanasas GH10 a
partir del ADN gendmico de P. xylanivorans 2 y P.
xylanivorans Mz5. A partir del ADN extraido de la cepa P.
ruminis 153 no hubo amplificacion de ningun fragmento del
gen xilanasa GH10. Los productos de PCR de las cepas P.
xylanivorans 2 (xynAPx) y Mz5 (xynBMz5) fueron
secuenciados y sus secuencias fueron depositadas en el
GenBank con el nimero de acceso JQ948036 vy
JX136954, respectivamente. E| andlisis filogenético
realizado permiti6 la construccion de un dendrograma
(Figura 2) con las secuencias obtenidas y las secuencias
homdélogas seleccionadas por Dalrymple et al. (1999).
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Figura 2. Arbol filogenético que muestra las relaciones de los
genes xilanasas GH 10 de diferentes cepas de Butyrivibrio
fibrisolvens, Pseudobutyrivibrio ruminis y Pseudobutyrivibrio
xylanivorans. Barra, 30 sustituciones por cada 100 nucledétidos. El
arbol se construyé utilizando el analisis “neighbour-joining” a partir
de una matriz de distancias obtenida del alineamiento mdltiple de
las secuencias. El gen xynA de Clostridium cellulovorans se utiliz6
como una secuencia exo-grupo. *Nimero de acceso al GenBank
para las secuencias de nucleétidos de genes xilanasa.

El gen xynBMz5 de P. xylanivorans Mz5 fue designado a la
familia de genes xynB y claramente formd un grupo aparte
junto a las secuencias de genes xynB, xynZ y xynY
obtenidos a partir de diversas cepas de B. fibrisolvens. El
andlisis filogenético permitid la division de los genes
homdlogos a xynA en dos grupos. El primer grupo contiene
el gen xynAPx y todas las secuencias de genes xilanasas
de la familia xynA de las especies de Pseudobutyrivibrio
recientemente reclasificadas. //Las cepas A46, E14 y VV1
que pertenecian al género Butyri-vibrio  fueron
reclasificadas por Dalrymple et al. (1999) dentro de la
especie P. ruminis. Del mismo modo, las cepas CF3 y 49
gue pertenecian al género Butyrivibrio fueron reclasificadas
por Kopecny et al. (2003) dentro de la especie P.
xylanivorans. El segundo grupo contiene genes xilanasas
de la familia xynA presentes en varias cepas de Butyrivibrio
fibrisolvens.

La secuencia de nucleétidos del gen xynAPx de P. xyla-
nivorans 2 fue muy similar a la secuencia del gen xynJ2 de
P. ruminis VV1 reportada por Dalrymple et al. (1999). No
ha sido determinada la actividad xilanasa de P. ruminis
VV1 y no ha sido reportada la actividad de la enzima que
codifica el gen xynJ2. El gen xynAPx se relacioné con la
familia de genes xynA que codifican para la enzima XynA
identificada en la bacteria ruminal P. xylanivorans 49,
recientemente reclasificada (Kope¢ny et al.,, 2003).
//IMannarelli et al. (1990) reportaron que la enzima XynA
permanece asociada a las células bacterianas y no posee
actividad arabinosidasa, celulasa, J-glucosidasa o
xilosidasa. Esto es caracteristico de las verdaderas
endoxilanasas reportadas por Reilly (1981). Hespell et al.
(1987) informaron que la actividad xilanasa de XynA fue
constitutiva y que la enzima fue secretada al medio de
cultivo. //La actividad xilanasa evaluada en la cepa P.
xylanivorans 2 a partir del sobrenadante del
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cultivo, sugiere la posible participacion de xilanasas ex-
tracelulares en la digestion del xilano. La secuencia de
nucleétidos del gen xynBMz5 de P. xylanivorans Mz5 fue
designada a la familia de genes xynB. El producto pre-
dicho del gen xynB podria ser una enzima intracelular
denominada XynB (Lin y Thomson, 1991). //Dalrymple et
al. (1999) propusieron que las enzimas XynA y XynB
pueden desempeniar diferentes roles en la degradacion de
la fibra vegetal. EI gen xynAPx de P. xylanivorans 2 se
distancio filogenéticamente del gen xynBMz5 de P.
xylanivorans Mz5 y se clasific6 en una familia de genes
diferente. Esto sugiere que estas cepas poseen dife-rentes
genes xilanasa pero derivan de un ancestro en comun.
Estos genes pudieron evolucionar de manera
independiente porque las cepas de P. xylanivorans 2 y P.
xylanivorans Mz5 fueron aisladas desde dos ambientes
ruminales diferentes, pertenecientes a diferentes animales
hospedadores (caprinos y bovinos, respectivamente).
/IRecientemente, Wang et al. (2011a; 2011b) obtuvieron
genes xilanasa GH10 a partir del ADN metagenémico del
contenido ruminal de cabras. Las similitudes entre la
secuencia del gen xynAPx con las secuencias del gen
xynGR40 (82%) y xynGR67 (76%) pueden explicarse
debido a que estos genes fueron encontrados en el
contenido ruminal de la misma especie hospedadora. La
degradacion y la utilizacién del xilano por la cepa P.
xylanivorans 2 permitié entender el posible papel funcional
de la enzima codificada por el gen xilanasa xynAPx.
Futuros estudios sobre la enzima xilanasa codificada por el
gen XynAPx serdn necesarios para confirmar estos
hallazgos. //Dadas las probables limitaciones de los
“primers” utilizados en nuestro estudio y la imposibilidad de
disefar un unico conjunto de “primers” para PCR, que sean
universales para todos los genes que codifican para
enzimas Xilanasas, no se puede descartar que existan
genes aun no identificados que puedan codificar para
enzimas xilanasas de la familia GH10 o GH 11 en P.
xylanivorans 2. //Las enzimas xilanasas GH10 y GH11 son
diferentes tanto en su estructura tridimensional (Biely et al.,
1997) como en su mecanismo de accion (Jeffries, 1996).
Los productos de las xilanasas GH1l1l pueden ser
hidrolizados por las enzimas GH10 (Collins et al., 2005).
Por lo tanto, las diferentes distribuciones de estas dos
familias explican sus diferentes roles en la degradacion del
xilano en el rumen (Wang et al., 2011a).

Conclusiones

La actividad xilanasa reportada en la cepa P. xylanivorans
2, permite concluir el rol funcional de esta cepa en la de-
gradacion de la hemicelulosa presente en la pared celular
vegetal. La accién de esta enzima probablemente se
relacione con la capacidad de esta cepa para fermentar
forrajes con abundante contenido de fibra vegetal. Esta
caracteristica podria ser uno de los mecanismos de
adaptacion de los caprinos Criollos para el aprovecha-
miento de forrajes de baja calidad nutricional que con-
sumen en el campo natural. //La comparacion entre la
actividad xilanolitica de P. xylanivorans 2 y P. xylanivorans
Mz5 permite confirmar que la cepa tipo es la principal
responsable de la actividad xilanolitica, entre las bacterias
del rumen analizadas hasta la actualidad. El rol fun-
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cional de P. ruminis 153 en el ecosistema ruminal de las
cabras Criollas es aun incierto, ya que esta cepa evidencio
una escasa actividad xilanolitica. En esta cepa, sélo se ha
observado la fermentacion de azUcares simples, lo que
permite concluir que P. ruminis 153 probablemente
sobreviva en el ambiente ruminal a expensas de la meta-
bolizacién de azlcares simples o productos intermedios de
la degradacion de los polisacaridos presentes en el
contenido ruminal. //En este trabajo se identificé uno de los
genes responsables de la actividad xilanasa de P.
xylanivorans 2. Este gen se denomind xynAPx y codifica
para una enzima xilanasa perteneciente a la familia glicosil
hidrolasa GH10. Este es el primer reporte de identificacion
de genes que codifican para xilanasas GH10 en la especie
bacteriana ruminal P. xylanivorans. Ademas, este gen se
encuentra relacionado con genes similares, que codifican
para enzimas xilanasas XynA, identificados en las especies
ruminales B. fibrisolvens, P. ruminis y P. xylanivorans. //La
secuencia del gen xilanasa xynBMz5 de P. xylanivorans
Mz5 fue asignada a la familia xynB de enzimas
glicosilhidrolasa GH10. Esta informacion amplia el
repertorio de genes xilanasas presentes en P. xylanivo-
rans Mz5. Este hallazgo podria contribuir con la explica-
cion de la importante actividad xilanolitica desarrollada por
esta cepa. Se puede concluir que los genes xynAPx y
XynBMz5 derivan de un ancestro comudn, pero estan
filogenéticamente distanciados. Aparentemente evolu-
cionaron de forma independiente, y se adaptaron a las
particulares condiciones de ecosistema ruminales per-
tenecientes a diferentes especies hospedadoras. // Los
resultados de este trabajo proporcionan un marco para la
manipulacion de la fermentacion ruminal en las cabras
Criollas. La actividad xilanolitica en el ambiente ruminal
podria ser modificada mediante la incorporacion de la cepa
P. xylanivorans 2 o mediante la adicién de las enzimas
xilanasas producidas por esta cepa al ecosistema ruminal
de los caprinos Criollos. Para ello serdn necesarios
mayores estudios que determinen la capacidad de P.
xylanivorans 2 para ser utilizada como cepa probiética o
para la utilizacion de las enzimas xilanasas como aditivos
alimentarios. //Por lo tanto, se propone determinar las
propiedades probidticas de esta cepa. Para ello, pre-
tendemos determinar la viabilidad de P. xylanivorans 2 en
condiciones parciales de anaerobiosis, para evaluar su
posible manipulacidbn como cepa probibdtica y ademas,
evaluar la adhesion de P. xylanivorans 2 a las células epi-
teliales del rumen caprino para estimar el establecimiento
de esta bacteria probidtica en el ecosistema ruminal. //Las
investigaciones propuestas, también pretenden continuar
con los estudios de utilizacion y degradacion de la
hemicelulosa por las cepas aisladas, pero esta vez
utilizando hemicelulosa como sustrato energético, la cual
puede estar contenida en forrajes tradicionales (por
ejemplo, el heno de alfalfa) o en los forrajes autoctonos
seleccionados por las cabras en pastoreo. De esta manera,
se avanzara en el conocimiento del aprovechamiento de
los nutrientes contenidos en las forrajeras autéctonas por
la microbiota ruminal de los caprinos Criollos y se

continuara asi con los estudios que intentan comprender
los procesos de adaptacion de estos animales a los
ambientes aridos.
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