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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 bacte-
rias del rumen, principalmente los géneros Butyrivibrio
y Pseudobutyrivibrio, sintetizan una gama de enzimas
xilanoliticas para la digestion eficaz de los componen-
tes 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 degrada-
cion y utilizacion de xilano por las cepas aisladas del
rumen de cabras Criollas. Se identificd un gen xilanasa
(xynAPx) en P xylanivorans 2 y otro gen xilanasa dife-
rente (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 GH10y la ac-
tividad xilanasa reportada en P, xylanivorans 2, permitié
concluir el rol funcional de esta cepa en la degradacion
de la hemicelulosa presente en forrajes con abundan-
te contenido de fibra vegetal. Esta caracteristica podria
ser uno de los mecanismos de adaptacién de los ca-

prinos 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 polisacéaridos
de la pared celular vegetal mediante la produccion de
diferentes enzimas, tales como celulasas, hemicelu-
lasas, oxidasas, etc. (Flint y Bayer, 2008; Brulc et al.,
2009). La hidrdlisis de la pared celular vegetal es un
proceso complejo en el que la digestion de la hemice-
lulosa es el paso inicial para la posterior hidrélisis de
la celulosa (Ohgren et al., 2007). El xilano es el com-
ponente principal de la hemicelulosa y su hidrdlisis
completa requiere de la enzima B-1,4-D-xilanasa para
escindir al xilano en pequefos xilooligosacaridos de di-
ferentes longitudes (Collins et al., 2005). // El microam-
biente ruminal contiene una poblacion bacteriana en-
cargada especificamente de la degradacion del xilano
y es un ambiente ideal para estudiar la diversidad ge-
nética 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 digestion eficaz
de los componentes polisacaridos de la pared celu-
lar 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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Kopedny et al., 2003: Cepeljnik et al., 2004). //A partir de
las especies bacterianas B. fibrisolvens y P xylanivorans
se han aislado y caracterizado s6lo unas pocas xilana-
sas (Lin y Thompson, 1991; Cepeljnik et al., 2002; Ce-
peljnik 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 acti-
vidad xilanolitica entre las bacterias del rumen analiza-
das hasta el presente (MarinSek-Logar et al., 2000). Muy
poca informaciéon esté disponible sobre la capacidad
de otras cepas de P xylanivorans para degradar xilano y
utilizar los productos metabolizados para su crecimien-
to. //Recientemente, Girilli et al. (2013) reportaron dos
cepas bacterias de las especies bacterianas ruminales
P xylanivorans 2y Pseudobutyrivibrio ruminis 153, aisla-
das a partir del rumen de cabras Criollas alimentadas
con forrajeras nativas. No se dispone aun informacion
acerca de la presencia de genes codificantes para en-
zimas xilanasas en estas cepas recientemente repor-
tadas. //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 rumi-
nales (Flint et al., 1994; Dalrymple et al., 1999). Esto ha
permitido una mayor comprension de la diversidad de
genes que codifican para estas enzimas, su distribu-
cion en las diversas bacterias y sus roles en la degra-
dacién de los polisacaridos de la pared celular vegetal
(Flintetal., 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 nimero
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 catalfticas, y sus diferentes distribuciones
podrian explicar sus distintos roles en la degradacién
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 secuen-
cias estuvieron estrechamente relacionadas con las xi-
lanasas 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 impor-
tante en la degradacion del xilano y de la hemicelulosa
contenida en la pared celular de diversas especies ve-
getales forrajeras (Hespell y Cotta, 1995), aunque las
secuencias de genes xilanasa de B. fibrisolvens u otras
especies bacterianas similares a los butirivibrios alin no
han sido identificadas en el rumen de las cabras. //Los
genes que codifican para xilanasas han sido identifica-
dos en diferentes cepas de B. fibrisolvens y R ruminis
(Mannarelli et al., 1990; Liny Thomson, 1991; Dalrymple
et al., 1999). Estas bacterias ruminales producen sélo
xilanasas GH10 (Dalrymple et al., 1999). A su vez, P
Xxylanivorans Mz5 posee un potente sistema enzimético
xilanolitico (Cepeljnik et al., 2004) y los genes que codi-
fican para xilanasas GH11 fueron identificados a partir
de esta cepa (Cepeljnik et al., 2004; 2006), aunque to-
davia no se han identificado genes que codifican para

xilanasas GH10 en esta especie. //El objetivo del pre-
sente trabajo fue Identificar y caracterizar el repertorio
de genes enddgenos que codifican para hemicelulasas
(xilanasa) en las cepas wild type (P ruminis 153y P xyla-
nivorans 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 hemice-
lulolitica de las enzimas codificadas por dichos genes
mediante ensayos in vitro de degradacién de la hemi-
celulosa (xilano) por las cepas aisladas del contenido
ruminal de cabras Criollas.

Metodologia

Se utilizaron las cepas de bacterias, anaerobias es-
trictas, 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 periédicamente 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 reacti-
vadas. Para ello, las cepas fueron inicialmente inocula-
das 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 xi-
lano proveniente de la madera del abedul (BWX, Sigma,
USA). Los cultivos fueron incubados a 39 °C desde el
tiempo O (control) y durante 2, 6, 12, 24, 48, 72y 96 h. El
crecimiento bacteriano en los cultivos fue cuantificado
mediante la medicién de las concentraciones de protei-
na 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 etanol-acido acético (xilooligosaca-
ridos) y carbohidratos precipitables en la solucion de
alcohol &cido (xilano sin degradar). //Para precipitar el
xilano, una fraccién del cultivo fue tratada con 3 volime-
nes de solucién fria de acido acético-etanol (95 % eta-
noly 5 % de acido acético glacial). La mezcla se mantu-
vo 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 alcohol-acido (XSA). El preci-
pitado fue lavado con la solucién fria de acido acético-
etanol 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
alcohol-acido (XIA). Los carbohidratos presentes en las
fracciones XSA y XIA fueron analizados para determi-
nar el contenido de pentosas totales segun el método
del orcinol, utilizando xilosa como estandar (Schneider,
1957). //La utilizacion del xilano se calculd desde la pér-
dida 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 for-
ma soluble en el alcohol acidificado (Dehority, 1967). La
actividad xilanasa fue medida en las cepas selecciona-
das 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). Poste-
riormente, 20 uL del sobrenadante fueron agregados a
230 uL de una suspension de xilano al 1 % en buffer
fosfato de sodio 50 mM. Esta mezcla se incubo6 a 37
°C durante 3 h. //La actividad xilanasa fue determinada
por la medicion de la liberacién de azUcares reductores
y expresada como nanomoles de azlcares reductores
liberados por segundo por miligramo de proteina (nkat
mg-1). El contenido de azUcares reductores fue cuan-
tificado por el método de Somogyi como lo describid
Nelson (1944), con la utilizacién de xilosa como estan-
dar. // Las cepas R 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 Kopecny y
Jakub Mrazek del laboratorio de Microbiologia Anaero-
bia del Instituto de Fisiologia y Genética Animal (Praga,
Republica Checa). //Las cepas seleccionadas fueron
reactivadas en el medio SFR e incubadas a 39°C duran-
te 24 h en condiciones de anaerobiosis. Las bacterias
fueron sedimentadas por centrifugacion a 5.000 x g, 5
miny 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 par-
tir 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 utilizados para
amplificar estos fragmentos a partir del ADN purificado
segun el sistema de reaccién 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 tamano esperado
(315 pb, aproximadamente) fueron cortadas y purifi-
cadas con el kit NucleoTraP®CR para purificacion de
ADN en gel de agarosa (Macherey-Nagel, Alemania).
//EI ADN purificado fue secuenciado con el kit BigDye
Terminator v3.1 (Life, USA) como se indica en el proto-
colo del fabricante. Las mezclas de reacciéon para se-
cuenciacion fueron analizadas por electroforesis en el
secuenciador de ADN Applied Biosystems 373A. Para
cada gen evaluado, el producto de PCR se secuencid
completamente en ambas direcciones de la hebra de
ADN (“forward” y “reverse”). //Los productos fueron se-
cuenciados en el laboratorio de Gendémica del Instituto
de Biotecnologia, perteneciente al Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) en Castelar, Buenos Ai-
res. Después de editar, las secuencias de los genes
xynA y xynB presentes en las cepas aisladas se com-
pararon con secuencias relacionadas, reportadas por
Dalrymple et al. (1999) y publicadas en la base de datos
de nucledtidos del EMBL y del GenBank (NCBI). //Para

la realizacion del analisis 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 &rbol 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
substitucion Kimura 2 parametros (Elias y Lagergren,
2007). La representacion grafica y la edicion del arbol
filogenético se realizaron con TreeDyn (v198.3) (Cheve-
net et al., 2006).

Resultados y Discusion

Las cepas P. xylanivorans 2y 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 Uni-
ca fuente de energia. Aproximadamente el 53 % del xila-
no 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 maximo valor 6 h des-
pués que la cepa P. xylanivorans 2 inici6 la degradacion
del xilano. Esto coincide con lo reportado por Dehority
(1967) para varias cepas de B. fibrisolvens. //La maxima
utilizacion del xilano por P xylanivorans 2 ocurrio a las 12
h de incubacién, , lo que coincide con lo reportado para
la cepa H17c de B. fibrisolvens (Hespell y Cotta, 1995),
mientras que la utilizacion maxima del xilano alcanzada
por la cepa B14 de la bacteria ruminal Prevotella bryan-
tii, ocurrio luego de 24 h de incubacion (Miyazaki et al.,
1997). P xylanivorans 2 degrado la mayor parte del xila-
no (48%) durante las primeras 6 h y alcanzé la maxima
degradacion (62%) luego de 24 h de incubacién 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 Zelt-
wanger (1995) informaron que las bacterias ruminales B.
fibrisolvens y Selenomona ruminantium degradaron el 52
y 55% del xilano en las primeras 3y 8 h, respectivamente,
mientras que la cepa B14 de Prevotella bryantii degradd
el 46% del xilano en las primeras 15 h de incubacion (Mi-
yazaki et al., 1997). La utilizacion del xilano por la cepa P
ruminis 153 apenas supero el 10% luego de las primeras
6 hs de incubacion (Grafico 2). //Debido a que la mayo-
ria 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 degrada-
cion del xilano de la cepa P ruminis 153, la ubican en la
clasificacion de estos autores. La cepa pudo haber cre-
cido en este medio debido a la presencia de pequenas
cantidades de xilooligosacéridos y otros carbohidratos
presentes en el fluido ruminal con el que se prepard el
medio de cultivo con xilano (Hespell et al., 1987). //La
Figura 1 muestra la utilizacion de las pentosas presentes
en las fracciones solubles e insolubles en alcohol-acido
del xilano y la cuantificacién 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 acumulacién 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 que esta cepa bacteriana fue capaz
de aprovechar la mayorfa de los xilooligosacéaridos
generados por la hidrolisis 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 soélo el 5% de la actividad xilanolitica de la
enzima XynA11 de P xylanivorans Mz5 reportada por
Cepeljnik et al. (2004), que utilizd 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 ningln 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 y JX136954, respectivamente. El
andlisis filogenético realizado permitié la construccion
de un dendrograma (Figura 2) con las secuencias
obtenidas y las secuencias homdlogas 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 nucledtidos. El arbol se construyd
utilizando el andlisis “neighbour-joining” a partir de una matriz de
distancias obtenida del alineamiento multiple de las secuencias. El
gen xynA de Clostridium cellulovorans se utilizé como una secuencia
exo-grupo. *Numero de acceso al GenBank para las secuencias de
nucledtidos 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. fibrisol-
vens. El andlisis filogenético permitié la division de los
genes homdlogos a xynA en dos grupos. El primer gru-
po 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 VW1 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 vy 49 que pertenecian al género Butyrivibrio
fueron reclasificadas por Kopecny et al. (2003) dentro
de la especie P xylanivorans. El segundo grupo contie-
ne genes xilanasas de la familia xynA presentes en va-
rias cepas de Butyrivibrio fibrisolvens.

La secuencia de nucledtidos del gen xynAPx de P xyla-
nivorans 2 fue muy similar a la secuencia del gen xynJ2
de P ruminis VW1 reportada por Dalrymple et al. (1999).
No ha sido determinada la actividad xilanasa de P rumi-
nis VW1 y no ha sido reportada la actividad de la enzima
que codifica el gen xynd2. El gen xynAPXx se relacio-
né con la familia de genes xynA que codifican para la
enzima XynA identificada en la bacteria ruminal P xyla-
nivorans 49, recientemente reclasificada (Kopecny et
al., 2003). //Mannarelli et al. (1990) reportaron que la
enzima XynA permanece asociada a las células bac-
terianas y no posee actividad arabinosidasa, celulasa,
d-glucosidasa o xilosidasa. Esto es caracteristico de las
verdaderas endoxilanasas reportadas por Reilly (1981).
Hespell et al. (1987) informaron que la actividad xilana-
sa de XynA fue constitutiva y que la enzima fue secreta-
da 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
nucledtidos 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 desempenar diferentes roles en la degradacion
de la fibra vegetal. EI gen xynAPx de P xylanivorans 2
se distanci¢ filogenéticamente del gen xynBMz5 de P
xylanivorans Mz5 y se clasificé en una familia de genes
diferente. Esto sugiere que estas cepas poseen dife-
rentes genes Xxilanasa pero derivan de un ancestro en
comun. Estos genes pudieron evolucionar de manera
independiente porque las cepas de P xylanivorans 2y P
xylanivorans Mz5 fueron aisladas desde dos ambientes
ruminales diferentes, pertenecientes a diferentes ani-
males hospedadores (caprinos y bovinos, respectiva-
mente). //Recientemente, Wang et al. (2011a; 2011b)
obtuvieron genes xilanasa GH10 a partir del ADN me-
tagenémico del contenido ruminal de cabras. Las si-
militudes 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 es-
pecie hospedadora. La degradacion y la utilizacion del
xilano por la cepa R 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 seran necesarios
para confirmar estos hallazgos. //Dadas las probables
limitaciones de los “primers” utilizados en nuestro estu-
dio y la imposibilidad de disefiar 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 aln no identifica-
dos que puedan codificar para enzimas xilanasas de la
familia GH10 o GH 11 en P, xylanivorans 2. //Las enzi-
mas 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 GH11 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 degradacién 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 celu-
lar 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 R xylanivorans 2 y P xylanivorans
Mz5 permite confirmar que la cepa tipo es la principal
responsable de la actividad xilanolitica, entre las bacte-
rias del rumen analizadas hasta la actualidad. El rol fun-

cional de P ruminis 153 en el ecosistema ruminal de las
cabras Criollas es aun incierto, ya que esta cepa eviden-
ci6 una escasa actividad xilanolitica. En esta cepa, sélo
se ha observado la fermentacion de azlcares 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 degradacién 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 gli-
cosil hidrolasa GH10. Este es el primer reporte de iden-
tificacion de genes que codifican para xilanasas GH10
en la especie bacteriana ruminal R xylanivorans. Ademas,
este gen se encuentra relacionado con genes similares,
que codifican para enzimas xilanasas XynA, identifica-
dos 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 informacién 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 comun, 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 incorporaciéon de la
cepa P xylanivorans 2 o mediante la adicion de las enzi-
mas xilanasas producidas por esta cepa al ecosistema
ruminal de los caprinos Criollos. Para ello seran necesa-
rios mayores estudios que determinen la capacidad de
P xylanivorans 2 para ser utilizada como cepa probidtica
0 para la utilizacion de las enzimas xilanasas como adi-
tivos 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 manipulaciéon como cepa probidtica y ademas,
evaluar la adhesién de P xylanivorans 2 a las células epi-
teliales del rumen caprino para estimar el establecimien-
to de esta bacteria probidtica en el ecosistema ruminal.
//Las investigaciones propuestas, también pretenden
continuar con los estudios de utilizacién 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 autéc-
tonos seleccionados por las cabras en pastoreo. De
esta manera, se avanzara en el conocimiento del apro-
vechamiento de los nutrientes contenidos en las forraje-
ras autdctonas por la microbiota ruminal de los caprinos
Criollos y se continuara asi con los estudios que intentan
comprender los procesos de adaptacion de estos ani-
males a los ambientes aridos.
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