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Resumo

MELO, H.S.A. Diversidade bacteriana ruminal em bovinos de corte alimentados com
diferentes graos de oleaginosas. 2018. 81 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2018.

Resumo: Foi considerado como hipétese que o fornecimento de graos de oleaginosas (ricos em
acidos graxos poli-insaturados, 6mega 3 e Omega 6) reduz a populacdo das bactérias
metanogénicas ruminais. O presente trabalho teve como objetivo realizar a abordagem
metagendmica para avaliar a diversidade bacteriana na fragdo sélida do contetdo ruminal,
através das sequéncias génicas da regido conservada 16S rDNA, em resposta a dietas
experimentais com diferentes graos de oleaginosas (canola, caroco de algodao, girassol, soja)
fontes de acidos graxos poli-insaturados (0mega-3 e 6mega-6). Foram utilizados seis novilhos
cruzados, machos castrados, fistulados no rumen, com peso médio de 416,33+93,30 kg
distribuidos em quadrado latino 6x6 (seis dietas e seis periodos), com periodos de 14 dias, sendo
13 dias de adaptacdo e 1 dia de coleta de amostra, totalizando 84 dias de ensaio, além do periodo
pré-experimental de 30 dias em pastagem. Foram realizadas 2.536.247 sequéncias de DNA
combinadas obtidas para o dominio Bacteria, a flora foi considerada bastante rica e diversa. Os
resultados demonstraram que a diversidade bacteriana foi composta por 24 filos bacterianos,
sendo os mais abundantes Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria. Outros filos com menor
diversidade também foram identificados incluindo FEurychaeota, Tenericutes, SR1
Absconditalbacteria, Synergistetes, Actinobacteria, Saccharibacteria, Elusimicrobia,
Cyanobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria, Lentisphaerae. Foi identificada similaridade de
50% na comunidade bacteriana no conteudo ruminal das diferentes dietas fornecidas. A
alimentacdo com graos de oleaginosas apresentou similaridade nas bactérias das dietas,
indicando que a flora se altera em 47,51% com a mudanga de alimentagdo. Na dieta soja foram
identificadas poucas archaeas metanogénicas, diferindo das demais oleaginosas, dessa forma,
torna-se uma alternativa para a alimentacdo de bovinos em funcdo de seu baixo potencial de
perdas energéticas com a producdo de metano. Na dieta pastagem foram identificadas poucas
archaeas metanogénicas confirmando que em areas de pastagem onde o manejo ¢ realizado de

acordo com a recomendagao forrageira, o potencial poluente é reduzido.

Palavras-chave: canola, carogo de algoddao, comunidade bacteriana ruminal, girassol,

oleaginosas, soja grao



Abstract

MELO, H.S.A. Rumen bacterial diversity in beef cattle feeding different oilseeds. 2018. 81
p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2018.

Abstract: It was hypothesized that the supply of oilseed grains (rich in polyunsaturated fatty
acids, omega 3 and omega 6) reduces the population of methanogenic ruminal bacteria. The
objective of the present study was to perform the metagenomic approach to evaluate the
bacterial diversity in the solid fraction of the ruminal content, through the gene sequences of
the conserved 16S rDNA region, in response to experimental diets feed to fistulated beef cattle
receiving diets with different oilseed grains (canola, cottonseed, sunflower, soybean) sources
of polyunsaturated fatty acids (omega-3 and omega-6). Six crossbred steers, castrated male,
rumen fistulated, with an average weight of 416.33 &+ 93.30 kg were distributed in a 6x6 latin
square (six diets and six periods), the periods were of 14 days, thirteen of which were for
adaptation and one day of sample collection, totaling 84 days of experiment, in addition to the
pre-experimental period 30 days in pasture. A total 0f 2,536,247 DNA sequences were obtained
for the Bacteria domain, the flora was considered quite rich and diverse. The results showed
that bacterial diversity was composed of 24 bacterial phyla, with the most abundant being
Firmicutes, Bacteroidetes and Proteobacteria. Other phyla with less diversity have also been
identified including Eurychaeota, Tenericutes, SR1 Absconditalbacteria, Synergistetes,
Actinobacteria, = Saccharibacteria,  Elusimicrobia, = Cyanobacteria, = Verrucomicrobia,
Fusobacteria, Lentisphaerae. It was identified a 50% similarity in the bacterial community
among the ruminal content of the different diets provided. Feeding with oilseeds showed
similarity in the bacteria of the diets, indicating that the flora changes in 47.51% with the diet
change. In the soybean diet, few methanogenic archaeas were identified, differing from the
other oleaginous, it becomes an alternative for the feeding of cattle due to its low potential of
energy losses with the production of methane. In the pasture diet, few methanogenic archaeas
have been identified confirming that in pasture areas where management is carried out

according to the forage recommendation, the pollutant potential is reduced.

Keywords: canola, cottonseed, rumen bacterial community, sunflower, oilseeds, soybean grain
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INTRODUCAO

Durante a fermentagdo anaerdbica dos carboidratos no rimen, ha formacao de acidos
graxos de cadeia curta (acido acético, acido propionico e acido butirico, principalmente),
amonia, didoxido de carbono e metano. Os acidos graxos de cadeia curta compdoem a fonte
principal de energia para os ruminantes, suprindo 60 a 80% da exigéncia energética
(BERGMAN, 1990).

O metano representa perda de energia consumida, que varia de 2 a 15% (JOHNSON &
WARD, 1996; ULYATT et al., 2005). O metano ¢ produzido pelos micro-organismos
metanogénicos presentes no rumen, os quais utilizam o didxido de carbono e o hidrogénio livres
nesse ambiente. Para que ocorra uma digestdo normal, a pressao de hidrogénio no rimen deve
ser baixa, sendo que isso s6 acontece quando os micro-organismos metanogénicos utilizam esse
hidrogénio para formar metano. A maior parte do metano € eliminado via eructagao.

As emissdes médias de metano (kg ano’!) para diferentes espécies segundo o
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC, 2007) sdo da ordem de: 49 a 64 kg animal
I'ano™! para bovinos, 5 kg animal™ ano™! para ovinos, 5 kg animal™! ano™! para cabras, 55 kg
animal ™! ano™! para buifalos, 20 kg animal™! ano™! para veados e 8 kg animal™ ano™! para alpacas.

Os principais gases de efeito estufa sdo: dioxido de carbono, 6xido nitroso, com
potencial de aquecimento global 298 vezes maior que o didéxido de carbono e o metano, com
potencial de aquecimento 25 vezes mais que o dioxido de carbono (IPCC, 2007). Durante as
ultimas décadas as concentragdes atmosféricas de metano, dioxido de carbono e 6xido nitroso
aumentaram 0,8; 0,5 e 0,3% por ano (WANG et al., 2013).

Sao veiculadas informagdes que alegam que a producdo de metano entérico pelos
ruminantes ¢ responsavel na emissdo dos gases de efeito estufa, influenciando no aquecimento
global, todavia ¢ conhecido por todos que a queima de combustiveis fosseis € a grande vila,
apesar disso muitos estudos tém sido realizados para melhorar a eficiéncia alimentar e a
produtividade, com o intuito de mitigar esse potencial poluente.

Nos ultimos anos tem aumentando a preocupacdo das autoridades acerca dos impactos
do aquecimento global causado principalmente pelos gases do efeito estufa e em fungao disso,
tem gerado agdes com o intuito de mitigar ou minimizar os impactos negativos. O setor
agropecuario estd nos holofotes e tem sido destacado como principal responsavel pela emissao
desses gases, sendo imprescindivel que ocorra um avango na mitigagdo e adaptacao do sistema
produtivo de forma global.

Acredita-se que a melhor estratégia para mitigar a emissao de metano pelos ruminantes

seja através do uso correto das areas de pastagem, através da recuperacao das areas de pastagem



degradada, uso de pressdo de pastejo recomendado por cada cultivar, proporcionando maior
fixagdo de carbono no solo e maior produ¢ao animal por area, reduzindo assim a emissao de
metano por kg de carcaca produzida (COTTLE et al., 2011).

O efeito estufa natural ocorre devido as concentragdes de gases na atmosfera antes do
aparecimento do homem, sendo esse essencial para a existéncia da vida no planeta. Caso nao
houvesse esses gases na atmosfera, a temperatura média da Terra seria -18°C, o que
inviabilizaria a vida atualmente existente (CARVALHO et al., 2010).

Quando ocorre uma elevada producao de hidrogénio no ramen, as metanogénicas,
principalmente o género Methanobacterium o utilizam como fonte de energia, o didxido de
carbono ¢ reduzido, contribuindo desta forma para a reciclagem do NAD oxidado e auxiliam
na continuidade dos processos fermentativos (KOZLOSKI, 2011).

O uso de fontes de 6leo e graos de oleaginosas na nutri¢ao animal sdo uma alternativa
para melhorar a eficiéncia alimentar, reduzindo perdas energéticas com a producao de metano,
uma vez que o hidrogénio sera utilizado no processo de biohidrogenagdo. Além disso, o uso de
graos nos sistemas de producdo animal permite que os animais atinjam a idade de abate
precocemente, através da maior disponibilidade de energia na dieta, permitindo assim maiores

ganhos didrios e melhorias da conversdo alimentar (BEIRANVAND et al., 2014).

Hipotese
O fornecimento de graos de oleaginosas (ricos em dacidos graxos poli-insaturados,

omega 3 e dmega 6) reduz a populagao da comunidade das bactérias metanogénicas ruminais.

Objetivo Geral

Desenvolver conhecimentos cientificos e tecnologicos que permitam a utilizacao de
diferentes fontes de acidos graxos poli-insaturados (0mega 3 e 6mega 6) provenientes de graos
de oleaginosas (caroco de algodao, canola, girassol e soja) na nutricdo de bovinos de corte,

analisando sob forma interdisciplinar o potencial de uso na dieta de animais.

Objetivos especificos

Utilizar a abordagem metagendmica para avaliar a diversidade bacteriana na fragdo
solida do conteudo ruminal, através das sequéncias génicas da regido conservada 16S rDNA
em bovinos recebendo dietas com diferentes fontes de graos de oleaginosas (caroco de algodao,

canola, girassol e soja) fontes de acidos graxos poli-insaturados (0mega 3 ¢ dmega 6).



Revisdo de Literatura
1.1.Rumen

Os ruminantes possuem a capacidade para converter alimentos de baixa qualidade em
proteina de alta qualidade (VARGA & KOLVER, 1997). O ramen ¢ considerado um
ecossistema microbiano diverso e unico, com trés tipos de micro-organismos ativos no seu
interior: bactérias, protozodrios e fungos, sendo as bactérias constituintes de 60 a 90% da
biomassa microbiana (KOZLOSKI, 2002).

O ramen-reticulo ¢ o principal local de digestdo dos componentes dietéticos nos
ruminantes, acdo exercida pela numerosa e diversa populagdo microbiana deste compartimento
(VAN SOEST, 1994). O crescimento microbiano no rumen estd associado a capacidade
digestiva do animal e influencia a producdo de acidos graxos de cadeia curta e o fluxo de
proteina microbiana para o intestino delgado (NOCEK & RUSSELL, 1988; HOOVER &
STOKES, 1991).

O ambiente ruminal ndo pode ser definido em termos de energia metabolizavel ou
energia bruta, pois pode somente ser descrito pela quantidade de bactérias e pelos produtos
finais da digestao (PRESTON, 1986); dessa forma, a taxa de degradagao da proteina degradada
no ramen ¢ influenciada pela agdo proteolitica dos micro-organismos ruminais e pelo fluxo do

conteudo ruminal (BOENKER, 1987).

1.1.1. Fermenta¢ao microbiana

A fermentacdo anaerobia do alimento ocorre devido ao sinergismo existente entre a
populacdo microbiana, permitindo a degradagdo pela agdo de complexos de enzimas, agindo
sobre a parede celular das plantas (VARGA & KOLVER, 1997).

A maior parte dos nutrientes do alimento, principalmente as fontes energéticas e
proteicas, sao transformados em acidos graxos de cadeia curta, em massa microbiana e em gases
como metano, dioxido de carbono e hidrogénio.

Os acidos graxos de cadeia curta representam a principal fonte de energia, em torno de
75 a 80% da energia originalmente presente nos carboidratos fermentados e, contribuem em 50
a 70% da energia digestivel do alimento (KOZLOSKI, 2002).

A manipulagdo da fermentagdo ruminal tem sido empregada para aumentar a
produtividade animal e reduzir as perdas por fermentacdes indesejaveis. No caso do
metabolismo das proteinas, isto pode ser feito com uso de fontes de proteina com menor
degradabilidade ruminal, mas de boa qualidade; uso de maior quantidade de proteina degradada

em racdes quando hd maior disponibilidade de carboidratos mais facilmente degradaveis



(SNIFFEN et al., 1992); uso de iondforos como a monensina e outros moduladores de
fermentagdo ruminal (LANA & RUSSELL, 1997); uso de aminoécidos protegidos, dentre
outros.

Os parametros fermentativos do raimen podem ser modificados pela adicao de fontes de
lipidio a dieta, porém a extensdo dessa interferéncia depende tanto da fonte como da
porcentagem de adi¢do a rag@o. A maioria dos trabalhos confirma que o uso de lipidios exerce
pouco ou nenhum efeito sobre as atividades microbianas e as demais caracteristicas do ambiente
ruminal, desde que ndo ultrapasse o valor de 7% da matéria seca total da dieta. A presenca de
lipidios insaturados em rag¢des pode estimular as bactérias ruminais produtoras de propionato e,
concomitantemente, reduzir a produg¢do de acetato e butirato (VAN NEVEL & DEMEYER,
1988).

O maximo de atividade fermentativa ruminal ¢ obtido quando a amdnia ruminal alcanga
valores entre 19 e 23 mg/dl (MEHREZ et al., 1977), sendo 10 mg/dl nivel 6timo (VAN SOEST,
1994). Todavia, este valor ndo deve ser considerado como um nimero fixo, devido ao fato de
a capacidade de sintese de proteina e captacao de amonia pelas bactérias depender da taxa de

fermentacgao dos carboidratos.

1.1.2. Proteina microbiana

A proteina microbiana pode suprir de 50 a 100% da proteina metabolizavel requerida
para bovinos de corte, dependendo do contetido de proteina nao-degradavel na dieta (NRC,
1996). A dieta ¢ fundamental para otimizar a produgao microbiana e sua eficiéncia fermentativa
no ambiente ruminal.

A composi¢ao de aminoacidos da proteina microbiana ¢ similar a da proteina dos tecidos
do proprio animal, bem como da proteina encontrada no leite. Em comparagdo a composi¢ao
da proteina de concentrados proteicos de origem vegetal, a proteina microbiana contém maior
propor¢ao de metionina e lisina e, ndo existem fontes que atendam melhor aos requerimentos
aminodcidos do animal que a proteina microbiana (VERBIC, 2002).

A proteina microbiana ¢ fonte de alta qualidade de aminoacidos disponiveis para a
absorcdo, possui digestibilidade aparente intestinal de aproximadamente 85% e um perfil de
aminoacidos essenciais semelhantes aqueles do leite e dos tecidos (NRC, 2000; NRC, 2001),
fornece a maior parte de proteina requerida pelo animal, sendo que sua quantidade depende da
disponibilidade de nutrientes e da eficiéncia de utilizagdo destes nutrientes pelas bactérias

ruminais (RUSSELL et al., 2009).



Dessa forma, a proteina metabolizavel no intestino de ruminantes ¢ representada pelo
total de aminoacidos provenientes da digestdo intestinal da proteina microbiana produzida no
rimen, da proteina ndo degraddvel no rimen de origem alimentar e da proteina enddgena.

As bactérias ruminais utilizam dois mecanismos distintos para fixar amonia nos
esqueletos carbdnicos durante a sintese de aminoacidos: através da enzima glutamina sintetase
e através da enzima glutamato desidrogenase (SANTOS, 2006). Quando a concentracdo de
amonia ruminal ¢ alta, predomina a agdo da desidrogenase. Essa enzima ndo requer ATP para
a fixacdo de amoénia. Por outro lado, quando ha concentragdo baixa de amodnia no rumen, a
enzima que predomina ¢ a glutamina sintetase. Com a enzima glutamina sintetase para cada
mol de amdnia fixada h4 utiliza¢do de 1 mol de ATP. Quando a concentra¢do de amonia ruminal
¢ baixa, a eficiéncia de sintese microbiana ¢ reduzida, pois parte da energia que seria destinada
para crescimento ¢ utilizada no processo de fixacdo de amdnia (TEIXEIRA, 1992; SANTOS,
2006).

O objetivo da nutricdo de ruminantes ¢ maximizar o fluxo de proteina microbiana para
o intestino delgado, aumentando assim a eficiéncia produtiva, todavia € necessario quantificar
a contribuicdo da sintese ruminal de proteina microbiana para um melhor entendimento do
processo de conversdo dos componentes dietéticos em proteina microbiana e dos fatores que a
afetam.

A sincronizagdo da liberacdo de energia e nitrogénio dos alimentos pela degradacdo
ruminal € necessaria para potencializar a fermentagao e sintese de proteina microbiana ruminal
(CLARK et al., 1992). A composicao dos micro-organismos do ramen varia conforme a fase
do crescimento microbiano, a disponibilidade de nutrientes e o tipo de micro-organismo
(OWENS & GOETSCH, 1988).

Os substratos que mais limitam a sintese de proteina microbiana no rimen sao
carboidratos e proteina. Devido ao fato de a eficiéncia microbiana ser limitada pelo aporte
energético da dieta, as formas de expressa-la normalmente estdo relacionadas a quantidade de
carboidratos e/ou matéria organica degradada no ramen (NOCEK & RUSSEL, 1988), ou em

relacdo ao consumo de nutrientes digestiveis totais (NRC, 1996).

1.1.3. Metano
O metano ¢ um dos gases de efeito estufa mais abundantes na atmosfera, com um
impacto significativo sobre o aquecimento global 28 vezes maior do que o didxido de carbono
(IPCC, 2014). A produgdao de metano pelos bovinos ¢ influenciada por inimeros fatores,

incluindo dieta, raga, genética e distribuicdo geografica (BASARAB et al., 2013; CARBERRY



et al., 2014, HENDERSON et al., 2015; ZHAO et al., 2015; ROEHE et al., 2016). As
estimativas da producdo de metano entérico e a eficiéncia alimentar em vacas e novilhas em
lactagdo demonstraram diferenca na producdo de metano entre as categorias (GRANDL et al.,
2016). Utilizando a técnica do tracador de hexafluoreto de enxofre, a producdo de metano
entérico em novilhas e vacas adultas foi medida, com média de 35,1+2,8 g/kg de matéria seca
ingerida para novilhas (10 meses) e, 27,2+0,9 g/kg de matéria seca ingerida para vacas (3 a 4
anos; p <0,05) (LIU et al., 2016).

O metano ¢ produzido em condi¢des anaerdbias por micro-organismos metanogeénicos
presentes no ambiente ruminal, sendo influenciado pela idade e nivel produtivo do animal. A
produgdo de metano ¢ modulada pela presenca de didxido de carbono e de hidrogénio livres no
ambiente ruminal, assim, a partir do hidrogénio livre, ocorre a reducao do didéxido de carbono
por micro-organismos metanogénicos, com consequente formagao de metano.

A metanogénese ¢ uma reagao que proporciona um fluxo de protons nas células e pode
suportar um mecanismo quimiosmoético de producdo de energia e ATP. A producdo de metano
pode ser encarada como um marcador taxondmico para a identificagdo de Archaea
(OREMLAND, 1988; VAZOLLER, 1995).

O metano produzido ndo utilizado pelo animal representa uma perda de energia (2-15%
da energia dietética) para a atmosfera, além de representar um impacto negativo ao meio
ambiente (JOHNSON & JOHNSON, 1995).

Devido a essa perda energética, varias estratégias de mitigacdo foram cientificamente
avaliadas com o objetivo de reduzir as emissdes de metano incluindo, por exemplo, o uso de
diferentes ragdes e alimentos ricos em lipidios, iondforos, compostos vegetais como taninos e

enzimas (BEAUCHEMIN et al., 2009; HOOK et al., 2010; CIESLAK et al., 2013).

1.2.Micro-organismos
As bactérias, protozoarios e fungos hidrolisam o amido dietético, proteina e
polissacarideos da parede celular vegetal produzindo agticares, dcidos graxos de cadeira curta,
dioxido de carbono e hidrogénio. Os acglcares e proteinas sdo fermentados por micro-
organismos secundario para acidos graxos de cadeia curta, amonia, hidrogénio e de didxido de

carbono (TEIXEIRA et al. 1998).

1.2.1. Bactérias
As bactérias sdo 0s micro-organismos que estdo presentes em maior abundancia e

diversidade no rimen, aproximadamente 95% da microbiota total (FLINT et al., 2008). A



classificagdo destas bactérias ¢ feita levando em consideragdo o tipo de substrato utilizado e os
produtos oriundos de sua fermentacdo, sendo classificadas em bactérias fermentadoras de
carboidratos estruturais, fermentadoras de carboidratos nao estruturais, lipoliticas, proteoliticas
e as laticas (ARCURI et al., 2006). No conteudo ruminal, o tamanho das bactérias pode variar
de 1 a 5 pm, aproximadamente 10'* células/grama (TEIXEIRA, 2001). O ecossistema ruminal
possui cerca de 200 espécies distintas de bactérias (KOZLOSKI, 2011).

Alguns trabalhos identificaram como maior prevaléncia no rumen bovino os filos:
Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes (KHAFIPOUR et al., 2009; CHEN et al., 2011; LI et
al., 2013), sendo também observados outros diversos filos em menores proporgoes.

As bactérias fermentadoras de carboidratos estruturais, que se associam as fibras dos
alimentos e degradam celulose e hemicelulose, sdo Ruminococcus albus, Ruminococcus
flavefaciens e Fibrobacter succinogenes, estas produzem como produto da fermentacao,
propionato, butirato, succinato, formato, didxido de carbono, dgua e, principalmente, acetato
(DEHORITY, 2003).

Como as rotas metabdlicas de fermentacdo podem ser alteradas de acordo com os
substratos presentes, quando ha grande disponibilidade de amido e carboidratos soluveis, as
bactérias produzem acetato como produto da fermentag¢do, porém quando a disponibilidade
destes substratos decresce, o produto da fermentagdo muda para a produgdo de formato e etanol,
ou acetato e propionato. Estas ultimas vias metabolicas aumentam a produ¢do de energia em
um ambiente anaerdbico (RUSSEL, 1990).

As bactérias lipoliticas hidrolisam os triglicerideos e utiliza glicerol e lactato como fonte
de energia e carbono, esses substratos sdo fermentados a acetato, propionato e didxido de
carbono, enquanto o glicerol ¢ fermentado a propionato e succinato, gerando em todos os
substratos a producdo de hidrogénio (STEWART et al., 1997).

A proteina ¢ degradada pela maioria das espécies de bactérias presentes no ramen.
Todavia, algumas espécies que utilizam aminodcidos como substrato e tem uma atividade
proteolitica bem mais intensa que as demais, como as bactérias das espécies Clostridium sp. As
bactérias laticas produzem o acido latico como substrato energético, sendo a espécie latica

predominante Megasphera elsdenii (KOZLOSKI, 2011).

1.2.2. Archaea
A bioquimica da formacao de metano ¢ encontrada apenas nas Archaea metanogénicas.
As Archaea metanogénicas formam um grupo de micro-organismos que possui cofatores

(coenzima M, F420, F430) e lipideos (éteres de isopranil glicerol) inicos (McALLISTER et al.,



1996). Possuem parede celular composta por pseudomureina, proteina, glicoproteina ou
heteropolisacarideos (ISHINO et al., 1998).

As metanogénicas removem hidrogénio e reduzem didéxido de carbono para formar
metano. Com a producao de metano a concentracdo de hidrogénio baixa no rumen, o que
permite o crescimento de outras espécies bacterianas e a fermentacdo mais eficiente
(TEIXEIRA et al. 1998). As metanogénicas, principalmente o género Methanobacterium,
utilizam o hidrogénio para reduzir o didéxido de carbono e sintetizar o metano, contribuem desta
forma, para a reciclagem do NAD oxidado e auxiliam na continuidade dos processos
fermentativos (KOZLOSKI, 2011).

Em vacas, Methanobrevibacter parece ser o género predominante das archaeas
(LEAHY et al., 2013; HENDERSON et al., 2015). Alguns géneros de Methanobrevibacter
foram correlacionados com individuos cuja produg¢do de metano foi elevada (KING et al.,
2011). Methanobrevibacter ruminantium e Methanosarcina sp., foram encontradas em
populagdes maiores que 1 x 106 ml"' (McALLISTER et al., 1996).

As Archaea sao encontradas associadas a protozodrios ciliados e em justaposi¢do com
bactérias, ndo sendo essa uma localizag¢ao obrigatoria (FINLAY et al., 1994). Os protozoarios
ciliados possuem potencial de produgao de hidrogénio no rimen (USHIDA & JOUANY, 1996),
a associacdo das metanogénicas aos protozoarios indica uma relagdo de simbiose, ou seja, as
metanogénicas utilizam o hidrogénio produzido pelos ciliados, favorecendo a manutenc¢ao do

ambiente ruminal (VAN SOEST, 1994).

1.3.Grios de oleaginosas

Os graos de oleaginosas sdo as fontes mais comuns de lipideo em dietas de ruminantes
no Brasil, destacando a soja e o milho, apresentando os acidos graxos linoleico e linolénico,
com a soja tendo ainda um dos valores mais elevados de acido linolénico (BAUMGARD et al.,
2001).

A utilizagdo de graos de oleaginosas na alimentagcdo animal vem sendo bastante
estudada e isto se deve a alta qualidade de 6leo (GUPTA & DAS, 2000), por isso, o uso desses
graos na alimenta¢do de ruminantes se justifica, uma vez que os produtos alimenticios oriundos
de animais que ingeriram os mesmos poderem apresentar um diferencial nutricional em razao
do aumento na concentragdo de dmega 6 e acido linoleico conjugado componentes estes
extremamente benéficos a satide humana.

O 4cido linolénico (18:3n-3) e linoleico (18:2n-6) sdo considerados acidos graxos

essenciais e precursores dos demais acidos da familia 6mega 3 e Omega 6, respectivamente. O



acido linoleico pode ser encontrado em abundancia nos 6leos de milho, girassol, soja, dentre
outros. Enquanto, o 4cido linolénico encontrado em concentragdes elevadas nos graos de
linhaga, o qual apresenta 32 a 38% de Oleo e teores percentuais de linolénico que variam de
44,6 a 51,5% do total dos &cidos graxos (SALLES et al., 2003).

O fornecimento de gorduras insaturadas influéncia no decréscimo da produgdo de
metano no rimen exercendo agdo deletéria sobre as metanogénicas e protozodrios, além de
consumir hidrogénio pelo processo de biohidrogenagio (MACHMULLER et al., 1998; WADA
et al., 2008), a intensidade com que ocorre a inibicdo da produgdo de metano ¢ determinada
pelo grau de saturacdo da gordura utilizada e a quantidade suplementada (FIEVEZ et al., 2003).

A producao de metano ¢ reduzida com o incremento de gorduras e 6leos na dieta, sendo
considerada pelas agéncias internacionais como uma das estratégias nutricionais de mitigagado
de gases de efeito estufa mais vidveis (BODAS et al., 2012; HRISTOV et al., 2013). Todavia,
o uso da fonte lipidica deve ser cauteloso uma vez que a natureza tdxica da dupla liga¢ao aos

micro-organismos ruminais pode diferir entre os acidos graxos (HUWS et al., 2015).

1.4.Abordagem metagendomica

A metagendmica estuda o DNA total microbiano extraido diretamente do ambiente
(HANDELSMAN, 2004). A tecnologia de sequenciamento de DNA reflete com precisdo a
estrutura do microbioma intestinal (BHATT et al., 2013), além disso, permite estudar a
microbiota intestinal de diferentes espécies animais ¢ humanos (QIN et al., 2010; ZHAO et al.,
2013).

A caracterizagdo da comunidade de micro-organismos procariotos ¢ realizada através
do sequenciamento do gene 16S rDNA, através deste ¢ possivel estimar a diversidade e
classificacdo filogenética, a fim de identificar e quantificar organismos nado cultivados
(MAKKAR & CAMEOTRA, 2002; KANG et al., 2009).

Para determinar as relagdes filogenéticas € realizado o estudo das sequéncias do gene
16S rDNA, isso porque consegue agrupar um conjunto de caracteristicas necessarias a um
marcador molecular, distribui¢do universal, estrutura e funcdo conservada entre os taxons,
auséncia de transferéncia lateral e tamanho grande o suficiente (aproximadamente 1.500
nucleotideos) para estudos de filogenia (AMANN; LUDWING; SCHLEIFER, 2000). O gene
16S rDNA em bactérias ¢ constituido por sequéncias conservadas intercaladas com sequéncias
variaveis que incluem nove regides hipervariaveis (V1-V9), sendo as regides V3-V4 avaliadas
no trabalho. O comprimento destas regides hipervariaveis variam de cerca de 50 bases a 100

bases (PETROSINO et al., 2009).
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Baseado em todas as informagdes expostas, foram desenvolvidos dois projetos
intitulados “Uso de dacidos graxos poli-insaturados provenientes de sementes de oleaginosas
na nutri¢do de bovinos” e “Metanogénese e eficiéncia microbiana ruminal em bovinos de corte
alimentados com diferentes fontes de dcidos-graxos poli-insaturados”, processos 654/2015 e
633/2014, respectivamente, com oferecimento de recursos para o desenvolvido dos projetos.
Os resultados sdo apresentados a seguir, na forma de artigos cientificos, intitulados
“Diversidade bacteriana ruminal de novilhos de corte alimentados com diferentes grdos de
oleaginosas”, “Bactérias ruminais de novilhos de corte alimentados com diferentes grdos de
oleaginosas” e “Archaeas metanogénicas de novilhos de corte alimentados com diferentes

graos de oleaginosas” redigidos de acordo com as normas do periddico PloS One.
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ARTIGO I: DIVERSIDADE BACTERIANA RUMINAL DE NOVILHOS DE CORTE

ALIMENTADOS COM DIFERENTES GRAOS DE OLEAGINOSAS

Resumo

O objetivo foi avaliar a diversidade bacteriana na fra¢cdo solida do contetido ruminal,
através das sequéncias génicas da regido conservada do gene 16S rDNA, em resposta a dietas
contendo graos de oleaginosas (canola, carogo de algodao, girassol, soja) fornecidas aos
bovinos. Foram utilizados seis novilhos cruzados, machos castrados, fistulados no rimen, com
peso médio de 416,33+93,30 kg distribuidos em Quadrado Latino 6x6 (seis dietas e seis
periodos), com periodos de 14 dias, sendo 13 dias de adaptacdo e 1 dia de coleta de amostras,
totalizando 84 dias de ensaio, além do periodo pré-experimental de 30 dias em pastagem. Foram
geradas 2.536.247 sequencias de DNA combinadas obtidas para o dominio Bacteria. A flora foi
considerada bastante rica e diversa. A diversidade bacteriana foi composta por 24 filos
bacterianos, sendo os mais abundantes Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria. Outros filos
com menor diversidade também foram identificados incluindo Eurychaeota, Tenericutes, SR1
Absconditalbacteria, Synergistetes, Actinobacteria, Saccharibacteria, Elusimicrobia,
Cyanobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria, Lentisphaerae. H4 similaridade de 50% na
comunidade bacteriana independente da dieta utilizada. A alimentagdo com graos de
oleaginosas apresentou grande diversidade de bactérias dos filos Bacteroidetes e Proteobacteria.
A alimentacdo com volumosos (silagem e pastagem) apresentou grande diversidade de
bactérias do filo Firmicutes, a dieta pastagem apresentou uma maior riqueza na diversidade

filogénica.

Palavras-chave: d4cido graxo poli-insaturado, canola, caroco de algoddo, comunidade

bacteriana ruminal, girassol, soja grao, 16S rDNA
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RUMINAL BACTERIAL DIVERSITY OF BEEF CATTLE FEED WITH DIFFERENT

OILSEEDS GRAINS

Abstract

The objective of the present study was to evaluate the bacterial diversity in the solid fraction of
the ruminal content, through the gene sequences of the conserved 16S rDNA region, in response
to diets content oilseed grains (canola, cottonseed, sunflower, soybean) fed to the beef cattle.
Were used six crossbred steers, castrated male, rumen fistulated, with a mean weight of 416.33
+ 93.30 kg were distributed in 6x6 Latin Square (six diets and six periods), with a period of 14
days, of which 13 days of adaptation and 1 day of sample collection, totaling 84 days of testing,
in addition to the pre-experimental period in a 30-day pasture. A total of 2,536,247 DNA
sequences were generated for the Bacteria domain. The flora was considered quite rich and
diverse. The bacterial diversity was composed of 24 bacterial phyla, with the most abundant
Firmicutes, Bacteroidetes and Proteobacteria. Other phyla with less diversity have also been
identified including Eurychaeota, Tenericutes, SR1 Absconditalbacteria, Synergistetes,
Actinobacteria, = Saccharibacteria,  Elusimicrobia, = Cyanobacteria, = Verrucomicrobia,
Fusobacteria, Lentisphaerae. There is 50% similarity in the bacterial community independent
of the diet used. Feeding with oilseeds showed a great diversity of bacteria from the phyla
Bacteroidetes and Proteobacteria. Feeding with forrage (silage and pasture) showed great
diversity of bacteria from the Firmicutes filo, the pasture diet presented a greater richness in

phylogenetic diversity.

Keywords: polyunsaturated fatty acid, canola, cottonseed, rumen bacterial community,

sunflower, soybean grain, 16S rDNA
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Introducio

Os ruminantes sdo dependentes da simbiose com os micro-organismos, que tém a
capacidade mecanica e enzimatica para o aproveitamento de carboidratos estruturais (SILVA
et al., 2018). As bactérias estdo presentes em maior abundancia e diversidade, correspondente
a aproximadamente 95% da microbiota total (FLINT et al., 2008). A classificagdo destas
bactérias ¢ feita levando em consideragdo o tipo de substrato utilizado e os produtos oriundos
de sua fermentacao (ARCURI et al., 2006).

O rumen ¢ uma camara fermentadora que possibilita a manutencdo de padroes de
fermentagdo benéficos ao hospedeiro, mantendo condi¢des que promovem o crescimento de
bactérias, fungos e protozoarios, favorecendo assim a fermentacdo. (FURLAN et al., 2011). A
fermentagdo converte os componentes dietéticos em acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
proteina microbiana e vitaminas do complexo B e vitamina K, metano, didéxido de carbono,
amonia, nitrato (VALADARES FILHO & PINA, 2006).

Quando ocorre uma elevada producao de hidrogénio no rimen, as metanogénicas,
principalmente o género Methanobacterium, utilizam este composto para reduzir o dioxido de
carbono e sintetizar o metano, contribuem desta forma, para a reciclagem do NAD oxidado e
auxiliam na continuidade nos processos fermentativos (KOZLOSKI, 2011). Com o incremento
de gorduras, 0leos e graos de oleaginosas na dieta ¢ possivel reduzir a producdo de metano
entérico, auxiliando na mitigagdo de gases de efeito estufa (BODAS et al., 2012; HRISTOV et
al., 2013) e interferir na diversidade da populacao bacteriana.

O uso de fontes graos de oleaginosas na nutricdo animal ¢ uma alternativa para melhorar
a eficiéncia alimentar, reduzindo as perdas energéticas com a producdo de metano através do

consumo de hidrogénio pelo processo de biohidrogenagao.
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O estudo da abordagem metagendmica ¢ uma ferramenta que permite avaliar a
diversidade bacteriana, estudando o DNA total microbiano extraido diretamente do ambiente
(HANDELSMAN, 2004). Utilizando a tecnologia de sequenciamento de DNA, a microbiota
ruminal pode ser imediatamente investigado (BHATT et al., 2013). A caracterizacdo da
populacdo de micro-organismos procariotos ¢ realizada através do sequenciamento do gene 16S
rDNA, sendo possivel estimar a diversidade e classificagdo filogenética, afim de identificar e
quantificar organismos ndo cultivados (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002; KANG et al., 2009).

Nesse sentido, objetivou-se utilizar a abordagem metagendmica para avaliar a
diversidade bacteriana na fragdo s6lida do conteudo ruminal, através das sequéncias génicas da
regido conservada 16S rDNA, em resposta a dietas formuladas com diferentes graos de
oleaginosas (canola, caroco de algodao, girassol, soja) fontes de 4cidos graxos poli-insaturados

(6mega-3 e dmega-6).

Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido de acordo com os principios éticos adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA/UFMS (Protocolo n°654/2015).

O experimento foi realizado na Universidade Catolica Dom Bosco e na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em Campo

Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Animais, delineamento experimental
Foram utilizados seis novilhos cruzados, machos castrados, fistulados no rimen, com
peso médio de 416,33+93,30 kg ao inicio do experimento os quais foram distribuidos em

quadrado latino 6x6 (seis dietas e seis periodos). Os animais foram vacinados, vermifugados e
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alocados em baias individuais (18 m?) com cobertura, tendo livre acesso a 4gua e alimento. O
experimento foi dividido em 6 periodos experimentais de 14 dias, sendo 13 dias de adaptacao
e 1 dia de coleta de amostras, totalizando 84 dias de ensaio. Foi adotado um periodo pré

experimental de 30 dias em pastagem.

Caracterizacdo da forragem

A forragem era composta pela graminea Brachiaria brizantha cv. Marandu syn.
Urochloa brizantha cv. Marandu. Para determinar a composi¢do bromatologica da forragem,
foram coletadas amostras, obtidas através do corte do material existente que ocupava a area de
um quadrado (0,25 m?), arremessado, aleatoriamente, dentro da 4rea, foram coletadas oito sub
amostras, que posteriormente foram homogeneizadas formando uma amostra Gnica. Em
seguida retiraram-se as amostras para determinag¢ao da massa verde e seca, sendo essa, realizada
apos a secagem das amostras em estufa de circula¢do de ar forcada, com temperatura a 65°C
por 72 horas. Apo6s a secagem, o material foi moido em moinho tipo Wiley equipado com
peneira de malha com abertura de 1 mm para serem amostrados 2 g de massa seca e levado a
estufa a 105° C, por 12 horas para se quantificar a segunda massa seca.

As amostras foram submetidas a andlises laboratoriais para determinagao dos teores de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral (MM) e proteina bruta (PB)
segundo os métodos 930.15, 942.05 ¢ 976.05 AOAC (2000), determinagao do teor de fibra em
detergente neutro (FDN) teor de fibra em detergente acido (FDA) pelo método de Robertson &
Van Soest (1985). Foram considerados os nutrientes (MS, MO, PB, FDN e FDA) com base na

matéria seca (Tabela 1).
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Tabela 1. Composi¢do bromatologica da Brachiaria brizantha cv. Marandu syn. Urochloa
brizantha cv. Marandu

Folha verde Colmo verde Material morto Planta inteira

MS (g/kg de MN) 397 344 349 366
MM (g/kg de MS) 9 9 8 9

PB (g/kg de MS) 100 75 48 79
FDN (g/kg de MS) 610 711 733 664

MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente
neutro.
Caracterizacdo das dietas

Foram avaliadas seis dietas (Tabela 2), sendo quatro contendo diferentes graos de
oleaginosas (caroco de algoddo, canola, girassol e soja) visando obter 80g/kg de extrato etéreo
na dieta, uma contendo ingredientes comumente utilizados no concentrado de bovinos com 30
g/kg de extrato etéreo, e outra apenas com volumoso (silagem de planta inteira de milho).

As amostras foram submetidas a andlises laboratoriais para determinacao dos teores de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB) e extrato
etéreo (EE) segundo os métodos 930.15, 942.05, 976.05 ¢ 920.39 AOAC (2000), determinagao
do teor de fibra em detergente neutro (FDN) de acordo com Mertens (2002) usando a-amylase
(Termamyl 120 L®), teor de fibra em detergente acido (FDA) pelo método de Robertson &
Van Soest (1985). Foram considerados os componentes dietéticos (MS, MO, PB, EE, FDN e
FDA) fornecidos e contidos nas sobras (Consumo = g de nutriente fornecido — g de nutriente
nas sobras) com base na matéria seca.

As dietas foram formuladas utilizando como silagem de milho de planta inteira como
volumoso, na propor¢ao volumoso:concentrado de 40:60 com base na matéria seca, segundo
NRC (2000) para obtencao de ganhos médios de 1,25 kg/dia para novilhos de corte cruzados
com aproximadamente 400 kg de peso corporal. O fornecimento da dieta foi realizado uma vez
ao dia, as 8.00 horas, de forma a manter as sobras em torno de 50 g/kg do fornecido, sendo
realizado o ajuste de consumo diariamente, os graos eram fornecidos inteiros. As dietas

avaliadas foram: carogo de algodao (A), canola (C), girassol (G), padrao (PD), pastagem (P),
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soja (SO) e silagem (8S).

Tabela 2. Ingredientes e composi¢cdo bromatoldgica das dietas experimentais

Dietas (g/kg de MS)

Silagem  Padrdo  Algoddo  Canola  Girassol  Soja
Silagem de milho 950 400 400 400 400 400
Carogo de algodao - - 350 - - -
Canola - - - 187 - -
Girassol - - - - 132 -
Soja - - - - - 245
Milho - 383 170 288 290 305
Farelo de Soja - 167 30 75 128 -
Amireia - 20 20 20 20 20
Nucleo mineral 50 30 30 30 30 30

Composi¢ao bromatoldgica das dietas

MS (g/kg de MN) 252 492 488 496 495 493
MO (g/kg de MS) 936 956 920 931 930 944
PB (g/kg de MS) 72 191 175 180 180 200
FDN (g/kg de MS) 630 389 497 422 434 375
FDA (g/kg de MS) 426 209 317 238 226 211
EE (g/kg de MS) 23 35 74 73 72 68

MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente
neutro; FDA: fibra em detergente acido; EE: extrato etéreo.
Coleta de material ruminal

No periodo pré-experimental de 30 dias a pasto foi realizada a coleta de contetido
ruminal considerado como periodo 0. A coleta de amostras do contetido ruminal foi realizada
no 14° dia experimental de cada periodo, antes do arragoamento dos animais, as 7:00 h,
manualmente, através da canula. Foram pesadas dez gramas da fracao so6lida e adicionados 10
ml de TBE (pH 7,4), agitou-se vigorosamente por 3 minutos (vOrtex) e posteriormente o
conteudo foi filtrado em tecido com malha de 100 micras. O filtrado foi submetido a
centrifugacao de 13.0000 RCF por 13 minutos a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento restante foi ressuspenso em 0,8 ml de TE tampao Tris-EDTA (10X,
pH 8,0). O conteudo ressuspenso foi centrifugado a 15.000 RCF por 11 min a 4°C, o

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi armazenado sob refrigeragao (-20°C).
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Extracdao do DNA genomico

A obten¢do do DNA gendmico foi realizada no precipitado ressuspenso obtido da fragdo
solida do contetido ruminal. Foram analisadas 42 amostras com o kit de extragdo QIAamp®
Fast DNA Stool Mini Kit (cat. no. 51604, Qiagen, Hilden, Germany). O total de DNA extraido
do conteido ruminal foi quantificado em Qubit dSDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific®), e a qualidade do material genético foi avaliada através de eletroforese em gel de
agarose 0,8%. As amostras de DNA extraido foram armazenadas a -20°C para posterior

amplificagdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Detecgdo do DNA metagendomico

As amostras de DNA metagendmico foram analisadas em eletroforese de cuba
horizontal. Uma aliquota de 8 pl de cada amostra juntamente com 2 pl de tampao de
carregamento [0,025% de azul de bromofenol p/v e 50% de glicerol v/v], foi disposta em gel
de agarose a 0,8% (p/v), previamente imerso em tampio TBE 1X [Tris 89 mM, Acido Boérico
89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3], a 80 volts.

Apo6s a corrida eletroforética, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio (0,5
pug/ml) por 10 minutos, e logo apds descorado por 15 minutos em agua destilada. A visualizagdo
das bandas com perfil de DNA metagenomico e do produto de PCR foi feita sob luz UV e a
imagem documentada em um aparelho fotodocumentador (Bio Rad - Gel Doc 1000), através
do “software” Quantity OneR (Bio RadTM, Hercules, CA, USA).

As dimensdes do DNA metagendmico e dos fragmentos amplificados foram
comparados a um padrao de peso molecular com fragmentos multiplos de 1 kb e 1kb plus DNA

Ladder, dispostos no gel juntamente com as amostras analisadas.

PCR do gene 16S rDNA
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As amostras de DNA metagenomico extraidos foram amplificadas pela Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) pela empresa GenOne Solugdes em Biotecnologia, através da
regido conservada do gene 16S rDNA. As amplificagdes por PCR foram realizadas em um
volume final de 20 pl. A cada reacdo de amplificacdo foram incluidos um controle positivo,

previamente testado, e um controle negativo (dgua ultrapura autoclavada).

Sequenciamento do gene 168 rDNA

As amostras foram sequenciadas em larga escala de DNA para empresa GenOne
Solugdes em Biotecnologia. A amplificagdo, assim como o sequenciamento das regides V3-V4
(466 pb) do 16S rDNA foi realizada pela plataforma Illumina HiSeq
(http://www.genone.com.br/genomica/), obtendo uma biblioteca gendmica, processamento de
dados, composicao e abundancia das espécies, complexidade e diferenca de complexidade para

cada amostra e clustering da composicao de espécies para cada amostra e entre as amostras.

Analise dos dados do gene 16S rDNA

A andlise dos dados subsequentes foi processada usando o programa QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology). O QIIME ¢ um programa livre baseado em
scripts Phyton que permitem a classificagdo das sequéncias de 16S rDNA em Unidades
Taxonomicas Operacionais (OTU) e, usando-as como base para construir arvores filogenéticas,
plotar graficos taxondmicos, construir redes de interacdo, calcular medidas de alfa e beta
diversidade, entre outros (CAPORASO et al., 2010).

Dessa maneira, as OTU foram definidas por agrupamento a 97%, utilizando como
referéncia o banco de dados de OTU mais recente do Greengenes com o método Uclust

(EDGAR, 2010).
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A estrutura geral da comunidade bacteriana de filo e género foram analisados utilizando
grafico de abundancia relativa. Por sua vez, a alfa diversidade foi analisada por meio de curva
de rarefacdo e observagdo de OTU. A andlise de beta diversidade foi mensurada pela matriz de
distancia ndo ponderadas UniFrac (PCoA), sendo esta utilizada para demonstrar similaridade
ou dissimilaridade entre as amostras analisadas (FUKUYAMA et al., 2015).

Os testes estatisticos sobre as diferengas taxondmicas entre as amostras foram calculados
por meio do software STAMP utilizando o Teste Exato de Fisher com multipla corre¢do de

Bonferroni (P < 0,01) (cobertura nominal de 95%) (PARKS et al., 2010).

Resultados
Andlise do DNA
A quantificacio do DNA total extraido (mensurado em nanogramas por microlitros)

obtiveram diferentes concentracdes de DNA (Tabela 3), este processo pode ocorrer pela
coloragdao e intensidade de luz UV no agrupamento de DNA, visto que bandas intensas
apresentam maior concentragdo de DNA e bandas suaves com concentragao menor de DNA. A
disparidade nas concentragcdes de DNA entre as amostras variou de 8,0 a 562,0 ng/ul. A média
das dietas foram: pastagem 81,07 ng/ul; silagem 110,97 ng/ul; padrao 124,90 ng/ul; caroco de
algodado 111,65 ng/ul; canola 53,67 ng/ul; girassol 140,60 ng/ul; soja 191,17 ng/ul.

A leitura do gene 16S rDNA foi gerada utilizando sequenciamento de alto desempenho
de DNA, no qual ao total, 2.901.804 sequéncias de DNA lidas, sendo 2.536.247 sequéncias de
DNA combinadas obtidas ap6s o controle de qualidade para o dominio Bactéria (Tabela 3).

Essa andlise foi baseada nas sequéncias de DNA obtidas pelo pool de amostras de cada dieta.
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Tabela 3. Quantificacdo média de DNA total extraido no conteudo ruminal

Dieta
Pastagem Silagem Padrdo Algoddo Canola Girassol  Soja
DNA (ng/ul)! 81,07 110,97 12490 111,65 53,67 140,60 191,17

Total de
sequéncias do 382.685 363.727 395226 310.197 343.165 384.537 383.737

16S rDNA

&r?)anh"Medlo 416 418 418 418 418 420 418
OTUS® 9601 6614 7030 5787 6826 5917 6542

'Quantificacdo realizada em Qubit dsSDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) a partir de 1,0 pl de extragio

total de DNA fecal de cada amostra.
pb — pares de base. ** Médias referentes ao tamanho minimo, méaximo e médio do DNA amplificado.

30TUs: unidades taxondmicas operacionais

As unidades taxonOmicas operacionais tiveram maior variabilidade na dieta pastagem
(9601 OTU observadas), seguindo das dietas padrao (7030 OTU observadas), canola (6826
OTU observadas), silagem (6614 OTU observadas), soja (6542 OTU observadas), girassol

(5917 OTU observadas) e carogo de algodao (5787 OTU observadas).

Andlise da composiciao da comunidade bacteriana

A analise dos filos bacterianos demostrou que Firmicutes e Bacteroidetes apresentaram
maior abundancia relativa independente das dietas (Tabela 4), seguido pelo filo Proteobacteria.

Foram identificados 24 filos no contetido ruminal de bovinos.

Tabela 4. Analise de abundancia relativa de filos bacterianos
Pastagem Silagem Padrdo Algoddo Canola Girassol Soja

Firmicutes 51,94% 42,61% 35,60% 42,72% 35,79% 29,08% 27,23%
Bacteroidetes 40,67% 50,04% 57,57% 47,13% 55,03% 52,57% 59,33%
Spirochaetes 342%  1,75% 3,11% 1,77% 1,34% 0,74% 1,68%
Proteobacteria 1,98%  2,28% 2,20% 5,65% 5,91% 14,31% 7,66%
SR1 Absconditabacteria  0,53%  0,14% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00%
Synergistetes 0,43%  0,19% 0,31% 1,27% 0,31% 1,15% 0,55%
Tenericutes 0,28%  0,32% 0,10% 0,06% 0,05% 0,02% 0,06%
Euryarchaeota 0,22%  0,26% 0,39% 0,56% 0,62% 0,69% 0,19%
Actinobacteria 0,19%  0,31% 0,35% 0,55% 0,15% 0,86% 0,22%

Fibrobacteres 0,15% 1,69% 0,14% 0,08% 0,44% 0,02% 0,07%
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Dentre os filos mais abundantes encontrados no contetido ruminal de bovinos se destacou
os Firmicutes, apresentando sequéncias analisadas de 51,93% na dieta pastagem, 42,72% na
dieta de caroco de algodao, 42,60% na dieta silagem, 35,79% na dieta canola, 35,60% na dieta
padrdo, 29,07% na dieta girassol e 27,23% na dieta soja.

O segundo filo mais abundante identificado foi o Bacteroidetes apresentando sequéncias
analisadas de 59,32% na dieta soja, 57,56% na dieta padrdo, 55,03% na dieta canola, 52,57%
na dieta girassol, 50,03% na dieta silagem, 47,13% na dieta caroco de algodao e 40,66% na
dieta pastagem.

O filo Proteobacteria, terceiro maior filo identificado apresentando sequéncias analisadas
de 14,30% na dieta girassol, 7,66% na dieta soja, 5,91% na dieta canola, 5,64% na dieta caro¢o
de algodao, 2,27% na dieta silagem, 2,19% na dieta padrdo e 1,97% na dieta pastagem.

O filo Eurychaeota filo identificado apresentando sequéncias analisadas de 0,69% na
dieta girassol, 0,62% na dieta canola, 0,56% na dieta caroco de algodao, 0,39% na dieta padrao,
0,26% na dieta silagem, 0,22% na dieta pastagem e 0,19% na dieta soja.

O filo Spirochaetes foi identificado apresentando sequéncias analisadas de 3,42% na dieta
pastagem, 3,11% na dieta padrdo, 1,76% na dieta caroco de algoddo, 1,74% na dieta silagem,
1,67% na dieta soja, 1,34% na dieta canola e 0,74% na dieta girassol.

Outro filo identificado com menor expressao numérica, mas com papel funcional muito
importante foi o Fibrobacteres, apresentando sequéncias analisadas de 1,69% na dieta silagem,
0,44% na dieta canola, 0,15% na dieta pastagem, 0,14% na dieta padrao, 0,08% na dieta caroco
de algodao, 0,07% na dieta soja e 0,02% na dieta girassol.

Apareceram outros filos com menor expressdao numérica, Tenericutes (média de 0,13%
na identificacdo de filos), SR1 Absconditalbacteria (média de 0,1% na identificacdo de filos),
Synergistetes (média de 0,6% na identificacdo de filos), Actinobacteria (média de 0,4% na

identificacdo de filos), Saccharibacteria (média de 0,08% na identificagdo de filos),
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Elusimicrobia (média de 0,06% na identificacdo de filos), Cyanobacteria (média de 0,05% na
identificacdo de filos), Verrucomicrobia (com média de 0,035% na identificagdo de filos),
Fusobacteria (com média de 0,004% na identifica¢do de filos), Lentisphaerae (com média de
0,002% na identificagado de filos).

Apareceram filos com menor expressdo numérica em algumas dietas: Armatimonadetes
(pastagem, canola, silagem, soja e girassol, com média de 0,004% na identificag¢do de filos);
Acidobacteria (canola, silagem, soja e girassol, com média de 0,004% na identificagdo de filos);
Chloroflexi (carogo de algoddo, canola, silagem, padrdo, soja e girassol, com média de 0,004%
na identificagdo de filos); CPR2 (girassol com média de 0,003%); Deinococcus-thermus
(canola e girassol, com média de 0,002% na identificagdo de filos); Gemmatimonadetes (carogo
de algodao, canola, silagem, soja e girassol, com média de 0,001% na identificag¢do de filos);
CPR2 (girassol com média de 0,003% na identificagdo de filos); Chlamydiae (girassol com
média de 0,001% na identifica¢do de filos); Thermomicrobia (soja com média de 0,001% na
identificacao de filos).

A andlise das classes bacterianas demostrou que Clostridia (46,61% na dieta pastagem,
35,08% na dieta silagem, 32,54% na dieta padrao, 37,84% na dieta carogo de algodao, 33,18%
na dieta canola, 23,11% na dieta girassol, 24,58% na dieta soja) e Bacteroidia (40,53% na dieta
pastagem, 49,95% na dieta silagem, 57,52% na dieta padrao, 46,99% na dieta caroco de
algodao, 54,92% na canola, 52,50% na dieta girassol, 59,27% na dieta soja) apresentaram maior
abundancia relativa em todos as dietas analisadas (Tabela 5), seguido pela classe Negativicutes
(4,89% na dieta pastagem, 7,09% na dieta silagem, 2,71% na dieta padrao, 4,17% na dieta
carogo de algodao, 2,16% na dieta canola, 5,10% na dieta girassol, 2,09% na dieta soja),
Spirochaetes (3,42% na dieta pastagem, 1,75% na dieta silagem, 3,11% na dieta padrao, 1,77%
na dieta carogo de algodao, 1,34% na dieta canola, 0,74% no girassol, 1,68% na dieta soja) e

Gammaproteobacteria (1,36% na dieta pastagem, 1,68% na dieta silagem, 1,79% na dieta
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padrdo, 5,03% na dieta carogo de algoddo, 5,04% na dieta canola, 13,30% na dieta girassol,
7,25% na dieta soja). Observa-se que a classe Methanobacteria esta presente no contetido
ruminal independente da dieta (0,22% na dieta pastagem, 0,25% na dieta silagem, 0,34% na
dieta padrao, 0,55% na dieta carogo de algodao, 0,58% na dieta canola, 0,66% na dieta girassol,

0,18% na dieta soja).

Tabela 5. Analise de abundancia relativa de classes bacterianas
Pastagem Silagem Padrao Algodao Canola Girassol Soja

Clostridia 46,61% 35,08% 32,54% 37,84% 33,18% 23,11% 24,58%
Bacteroidia 40,53% 49,95% 57,52% 46,99% 54,92% 52,50% 59,27%
Negativicutes 4,89%  7,09% 2,71% 4,17% 2,16% 5,10% 2,09%
Spirochaetes 342%  1,75%  3,11% 1,77% 1,34% 0,74%  1,68%

Gammaproteobacteria  1,36% 1,68% 1,79%  5,03% 5,04% 13,30% 7,25%
Deltaproteobacteria 0,46% 0,19% 0,16% 0,19% 0,20% 0,10% 0,11%

Synergistia 0,43% 0,19% 031% 1,27% 031% 1,15% 0,55%
Erysipelotrichia 0,39%  0,29% 0,31% 0,62% 0,33% 0,45% 0,39%
Mollicutes 0,28%  0,32% 0,10% 0,06% 0,05% 0,02% 0,06%
Methanobacteria 0,22%  0,25%  0,34%  0,55% 0,58% 0,66% 0,18%

A andlise da ordem bacteriana demostrou que Clostridiales (46,60% na dieta pastagem,
35,06% na dieta silagem, 32,50% na dieta padrao, 37,81% na dieta carogo de algodao, 33,04%
na dieta canola, 23,10% na dieta girassol, 24,55% na dieta soja) e Bacteroidales (40,53% na
dieta pastagem, 49,95% na dieta silagem, 57,52% na dieta padrao, 46,99% na dieta caroco de
algodao, 54,92% na dieta canola, 52,50% na dieta girassol, 59,27% na dieta soja) apresentaram

maior abundancia relativa em todas as dietas analisadas (Tabela 6).
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Tabela 6. Analise de abundancia relativa de ordens bacterianas
Pastagem Silagem Padrdao Algodao Canola Girassol Soja

Clostridiales 46,60% 35,06% 32,50% 37,81% 33,04% 23,10% 24,55%
Bacteroidales 40,53% 49,95% 57,52% 46,99% 54,92% 52,50% 59,27%
Selenomonadales 4,89%  7,09% 2,71% 4,17% 2,16% 5,10% 2,09%
Spirochaetales 3,42%  1,75% 3,11% 1,77% 1,34% 0,74% 1,68%
Aeromonadales 1,34%  1,50% 1,76% 4,85% 4,96% 1291% 7,12%
Synergistales 0,43% 0,19% 031% 1,27% 0,31% 1,15% 0,55%
Erysipelotrichales 0,39%  0,29% 0,31% 0,62% 0,33% 0,45% 0,39%
Desulfovibrionales 0,33% 0,12% 0,15% 0,16% 0,16% 0,08% 0,09%
Mollicutes RF9 0,25%  0,26% 0,07% 0,04% 0,04% 0,01% 0,05%
Methanobacteriales 0,22%  0,25% 0,34% 0,55% 0,58% 0,66% 0,18%

Foram identificadas outras ordens com menor expressao, dentre elas, Selenomonadales
(4,89% na dieta pastagem, 7,09% na dieta silagem, 2,71% na dieta padrdo, 4,17% na dieta
caroco de algoddo, 2,16% na dieta canola, 5,10% na dieta girassol, 2,09% na dieta soja),
Spirochaetales (3,42% na dieta pastagem, 1,75% na dieta silagem, 3,11% na dieta padrao,
1,77% na dieta carocgo de algodao, 1,34% na dieta canola, 0,74% na dieta girassol, 1,68% na
dieta soja), Aeromonadales (1,34% na dieta pastagem, 1,50% na dieta silagem, 1,76% na dieta
padrdo, 4,85% na dieta carogo de algoddo, 4,96% na dieta canola, 12,91% na dieta girassol,
7,12% na dieta soja), Synergistales (0,43% na dieta pastagem, 0,19% na dieta silagem, 0,31%
no padrdo, 1,27% na dieta caroco de algodao, 0,31% na dieta canola, 1,15% na dieta girassol,
0,55% na dieta soja). Observa-se que a ordem Methanobacteriales estd presente em todas as
dietas (0,22% na dieta pastagem, 0,25% na dieta silagem, 0,34% na dieta padrdo, 0,55% na
dieta carogo de algodao, 0,58% na dieta canola, 0,66% na dieta girassol, 0,18% na soja).

A andlise das familias bacterianas demostrou que Lachnospiraceae (29,06% na dieta
pastagem, 15,45% na dieta silagem, 14,37% na dieta padrao, 27,60% na dieta carogo de
algodao, 20,83% na dieta canola, 15,37% na dieta girassol, 13,65% na dieta soja), Rikenellaceae
(19,76% na dieta pastagem, 10,46% na dieta silagem, 5,68% na dieta padrao, 6,22% na dieta
caroco de algoddo, 6,43% na dieta canola, 2,98% na dieta girassol, 4,70% na dieta soja),

Ruminococcaceae (14,72% na dieta pastagem, 14,77% na dieta silagem, 11,14% na dieta
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padrdo, 8,72% na dieta carogo de algodado, 10,30% na dieta canola, 6,46% na dieta girassol,
9,22% na dieta soja), Prevotellaceae (13,85% na dieta pastagem, 27,09% na dieta silagem,
32,69% na dieta padrao, 30,18% na dieta carogo de algodao, 30,74% na dieta canola, 39,85%
na dieta girassol, 34,85% na dieta soja), Bacteroidales S24-7 (3,62% na dieta pastagem, 8,04%
na dieta silagem, 8,96% na dieta padrao, 7,69% na dieta caroco de algodao, 11,76% na dieta
canola, 7,39% na dieta girassol, 15,47% na dieta soja) apresentaram maior abundancia relativa

em todas as dietas analisados (Tabela 7).

Tabela 7. Analise de abundancia relativa de familias bacterianas
Pastagem Silagem Padrio Algoddo Canola Girassol Soja

Lachnospiraceae 29,06% 15,45% 14,37% 27,60% 20,83% 15,37% 13,65%
Rikenellaceae 19,76% 10,46%  5,68% 6,22% 6,43% 2,98% 4,70%
Ruminococcaceae 14,72% 14,77% 11,14%  8,72%  10,30%  6,46% 9,22%
Prevotellaceae 13,85% 27,09% 32,69% 30,18% 30,74% 39,85% 34,85%
Bacteroidales S24-7 3,62% 8,04% 8,96% 7,69% 11,76%  7,39%  15,47%
Spirochaetaceae 3,41% 1,74% 3,11% 1,76% 1,34% 0,74% 1,67%
Acidaminococcaceae 3,40% 6,72% 2,19% 2,51% 1,63% 4,15% 1,30%
Bacteroidales BS11 2,38% 3,30% 8,41% 0,70% 2,44% 0,51% 2,58%
Veillonellaceae 1,49% 0,37% 0,52% 1,65% 0,53% 0,95% 0,79%
Christensenellaceae 1,37% 3,62% 5,64% 0,56% 0,97% 0,57% 0,86%
Succinivibrionaceae 1,34% 1,50% 1,76% 4,85% 4,96% 12,90%  7,12%
Family XIII 1,28% 1,03% 1,00% 0,83% 0,81% 0,59% 0,69%
Synergistaceae 0,43% 0,19% 0,31% 1,27% 0,31% 1,15% 0,55%
Erysipelotrichaceae 0,39% 0,29% 0,31% 0,62% 0,33% 0,45% 0,39%
Bacteroidales 0,36% 0,64% 1,12% 1,72% 3,13% 1,25% 1,22%

Desulfovibrionaceae 0,33% 0,12% 0,15% 0,16% 0,16% 0,08% 0,09%
Bacteroidales UCG-001  0,24% 0,11% 0,10% 0,10% 0,06% 0,05% 0,04%
Methanobacteriaceae 0,22% 0,25% 0,34% 0,55% 0,58% 0,66% 0,18%

Foram identificadas outras familias com menor expressao, dentre elas, Spirochaetaceae
(3,41% na pastagem, 1,74% na silagem, 3,11% no padrao, 1,76% no carogo de algodao, 1,34%
na canola, 0,74% no girassol, 1,67% na soja), Acidaminococcaceae (3,40% na pastagem, 6,72%
na silagem, 2,19% no padrao, 2,51% no carog¢o de algodao, 1,63% na canola, 4,15% no girassol,

1,30% na soja) e Bacteroidales BS11 (2,38% na pastagem, 3,30% na silagem, 8,41% no padrao,



31

0,70% no carogo de algodao, 2,44% na canola, 0,51% no girassol, 2,58% na soja). Algumas
familias foram identificadas em quantidade expressiva em algumas dietas, dentre elas,
Christensenellaceae (3,62% na silagem, 5,64% no padrdo), Succinivibrionaceae (4,85% no
caroco de algodao, 4,96% na canola, 12,90% no girassol, 7,12% na soja), Bacteroidales (3,13%
na canola). Observa-se que a familia Methanobacteriaceae esta presente em todas as dietas
(0,22% na pastagem, 0,25% na silagem, 0,34% no padrao, 0,55% no carogo de algodao, 0,58%
na canola, 0,66% no girassol, 0,18% na soja).

Por meio das analises das sequéncias de DNA, foi possivel observar e comparar a
composicdo geral e diferencas relativas na diversidade, tal como andlise de alfa e beta
diversidade da comunidade bacteriana.

A alfa diversidade, também conhecida como diversidade local, tem como objetivo
analisar as amostras individualmente, podendo ser analisada por diferentes métricas de
diversidade. Neste contexto, a alfa diversidade foi analisada pela observacdo de OTU, por meio
da curva de rarefacao (Figura 1), no qual demostrou que houve mudanga na mensuragao das
OTU entre as dietas no decorrer do sequenciamento do gene 16S rDNA. No contetido ruminal
dos animais alimentados com a dieta pastagem, houve maior riqueza de OTU, a dieta girassol
apresentou menor riqueza de OTU, as dietas padrdo, carogo de algodao, canola e soja
apresentaram similaridade na riqueza de OTU. Através desta analise € possivel identificar que
nas dietas compostas por concentrado apresentaram menos riqueza de OTU em comparagao

com a dieta pastagem (os animais consumiram ad [ibitum e nao houve manipulacao ambiental).
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Figura 1. Curva de rarefagao, estimado pela descricdo de OTU observadas.
P: pastagem; S: silagem; PD: padrdo; A: caroco de algodao; C: canola; G: girassol; SO: soja.
A analise de rarefacdo ¢ um importante parametro para estimar a riqueza de espécies
alcancadas na analise e adicionalmente indica o quanto a abrangéncia observada foi suficiente
para revelar a diversidade total da comunidade amostrada, nas dietas foram apresentadas 1000
OTU para 25 mil sequéncias (Figura 1).
Através da andlise de beta diversidade € possivel comparar a diversidade bacteriana
entre as amostras analisadas. A beta diversidade foi analisada por meio da distancia ndo
ponderada, demonstrado em grafico PCoA (Figura 2). Por meio da analise foi possivel observar

que independente da dieta utilizada houve similaridade entre suas comunidades bacterianas.
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Figura 2. Analise de Coordenadas Principais (PCoA).

Essa andlise foi baseada no agrupamento das matrizes de similaridade Unweight UniFrac nao
ponderada para a comunidade bacteriana.

Diferentes formas geométricas representam as amostras unicas de cada dieta analisada.

P: pastagem; S: silagem; PD: padrdo; A: carogo de algodao; C: canola; G: girassol; SO: soja.

Na andlise do dendograma observa-se que independente da dieta utilizada ha
similaridade nas comunidades bacterianas. Compartilham de similaridade: caroco de algodao e
canola; pastagem e silagem; as dietas tem similaridade de aproximadamente 50% da

comunidade bacteriana entre eles (Figura 3).
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Figura 3. Dendograma da andlise de agrupamento com base na distancia euclidiana para a
comunidade de bactérias.

P: pastagem; S: silagem; PD: padrao; A: carogo de algodao; C: canola; G: girassol; SO: soja.
Discussao

Os estimadores de riqueza e indices de diversidade demonstraram que a microbiota
bacteriana ruminal se apresentou bastante rica e diversa, sendo a descrigdo da comunidade
adequada, a partir do nimero de sequéncias obtidas. Isto demonstra efetivamente o poder da
técnica gendmica associada ao sequenciamento do gene 16S rDNA para descrever a
comunidade bacteriana, a qual ndo seria revelada pelas técnicas tradicionais de cultivo
bacteriano na microbiologia.

Através do sequenciamento do gene 16S rDNA foi possivel identificar no conteudo
ruminal bovino 24 filos distintos, nimero maior do que o verificado por Kim, Morrison & Yu
(2011), Li et al. (2012) e Wu et al. (2012) que encontraram 21, 19 e 8 filos respectivamente,
aplicando outra técnica de sequenciamento (16S rRNA).

Apesar das diferencas nas quantidades de filos encontradas por diversos autores os dois
filos identificados em maior propor¢ao em grande parte dos trabalhos se alternam entre
Firmicutes e Bacteroidetes (Tabela 4), filos com grande atividade proteolitica e celulolitica

(OZUTSUMI et al., 2005; KIM, MORRISON & YU, 2011; WU et al., 2012).
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Dentre os filos mais abundantes encontrados no rumen bovino do presente estudo se
destacou os Firmicutes, os géneros com maior expressao neste filo encontra-se o Ruminococcus,
este género apresenta como espécie as bactérias Ruminococcus flavefaciens € Ruminococcus
albus, uma das principais degradadoras de carboidratos estruturais, com capacidade de se aderir
rapidamente a superficie dos vegetais ingeridos pelo hospedeiro para digerir a celulose (KOIKE
et al., 2003). O género Clostridium presente no filo Firmicutes possui duas espécies principais,
o Clostridium proteoclasticum que desempenha principalmente atividade proteolitica
(ATTWOQOD et al., 1996) e o Clostridium lundense que estd relacionado com a atividade
lipolitica (CIRNE et al., 2006). Outro importante género pertencente ao filo Firmicutes o
Butyrivibrio, tendo como espécie o Butyrivibrio fibrisolvens. Estes géneros estdo geralmente
associados a fermentagao de carboidratos soliveis e desempenham um papel muito importante
na degradacgdo do grao de amido (McALLISTER, 1990). Vale ressaltar a importancia do género
Megasphaera, tendo como espécie Megasphaera elsdenii, principal bactéria ruminal
fermentadora de lactato no rimen, com capacidade de produzir acetato, propionato, butirato e
valerato quanto glicose produzindo butirato, acetato e caproato (WEIMER & MOEN, 2007),
tal fungdo ¢ benéfica para o rimen prevenindo a acidose, provavelmente a presenga dessa
bactéria auxiliou na prevengdo de acidose nas dietas padrao e caroco de algodao, as quais
apresentaram uma propor¢ao maior dessa bactéria. Ao avaliar as tabelas de composi¢do
bromatologica das dietas e da pastagem (Tabela 1 e 2), observou-se que os valores de FDN
corroboram com os dados observados acima, apresentando uma diversidade maior na populagdo
de bactérias degradadoras de carboidratos estruturais.

O segundo filo mais abundante identificado foi o Bacteroidetes, os géneros com maior
expressao dentro deste filo sdo os Bacteroides e Prevotella. Os Bacteroides possuem duas
principais espécies encontradas no ramen bovino sdo os Bacteroides ruminicola e 0s

Bacteroides amylophilus. O género Prevotella ¢ um dos representantes mais numerosos das
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bactérias ruminais, sendo que este grupo representa cerca de 60% dos isolados de acordo com
van Gylswyk (1990). Dentre as espécies com maior predominancia estdo as Prevotella bryantii,
Prevotella ruminicola e Prevotella brevis, cujas principais fungdes no rimen sao degradagao e
utilizacdo do amido, degradagdo de polissacarideos como xilanas e pectinas da parede celular
de plantas, porém, ndo degradam celulose (COTTA, 1992). Ao avaliar a diversidade de
bactérias apresentada em cada dieta, percebe-se maior diversidade nas dietas com maior teor de
carboidratos ndo fibrosos, que foram representados pelos acgticares soliveis em agua (mono e
dissacarideos), amido e pectina, que sdo rapida e completamente digeriveis no trato
gastrointestinal (MERTENS, 1987; MERTENS, 1996).

No filo Proteobacteria, ao avaliar a diversidade de bactérias apresentada por cada dieta,
apresentou uma diversidade maior nas dietas com maior teor de carboidratos nao-fibrosos. A
bactéria amilolitica Ruminobacter amylophilus ¢ predominante no rimen de bovinos
alimentados com dieta rica em amido (HUNGATE, 1966), sendo a gama de substratos
utilizados por esta bactéria limitado a amido, maltose e maltodextrinas (HAMLIN &
HUNGATE, 1956).

O filo Eurychaeota representa todas as metanogénicas, seis grupos fazem parte dessa
ordem. Os grupos basicos sao Methanopyrales, Methanococcales ¢ Methanobacteriales (classe
I); Methanomicrobiales (classe II) (BAPTESTE, BROCHIER & BOUCHER, 2005) e
Methanosarcinales (classe III) (ANDERSON et al.,, 2009), e recém-conhecido grupo
Methanocellales (SAKALI et al., 2008).

Dentro do filo Spirochaetes o maior grupo observado em nivel de género foi o
Treponema, no rumen as espécies mais importantes deste género sao as Treponema bryantii €
Treponema saccharophilum que atuam principalmente na fermentagdo de carboidratos nao-

estruturais (STANTON & CANALE-PAROLA, 1980), dessa forma, sugere-se que ocorreu
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interacdo entre micro-organismos para a producdo e utilizagdo de malto-oligossacarideos,
permitindo o crescimento de Treponema bryantii (COTTA, 1992).

Outro filo identificado com menor expressdo numérica, mas com papel funcional muito
importante foi o Fibrobacteres que ¢ composto por bactérias celuloliticas, sendo identificado
até género no sequenciamento.

No filo Tenericutes foi identificada a bactéria Anaeroplasma varium conhecida por
produzir hidrogénio e propionato durante a fermentagdo ruminal (ROBINSON, ALLISON &
HARTMAN, 1975).

No filo Synergistetes foi identificada a bactéria Synergistetes jonesii e foi descrita pela
primeira vez em 1992 (ALLISON et al., 1992), as bactérias deste filo estio amplamente
distribuidas em todos os ambientes anaerdbicos, especialmente aqueles associados ao sistema
digestivo dos animais (GODON et al.,, 2005; DAVES et al,, 2012). A degradacdo de
aminodcidos parece ser o nicho nutricional primario e os produtos finais da fermentacgao
formados sdo acetato, propionato, isovalerato e ornitina (McSWEENEY et al., 1993). Através
do aumento do metabolismo de aminoacidos se reduzem os equivalentes de hidrogénio na
presenca de receptores de elétrons terminais (por exemplo, tiossulfato) ou com um
metanogénico (FAUDON et al., 1995; SURKOV et al., 2001), também metabolizam a arginina
em ornitina (McSWEENEY et al., 1993; PLUGGE & STAMS, 2001), provavelmente pela
presenca da bactéria Symergistetes jonesii que foram observadas poucas bactérias
metanogénicas neste trabalho.

O filo Verrucomicrobia contribui de forma significativa para a degradacdo de
polissacarideos e contém um amplo repertério de enzimas hidrolisadas de glicosideos
(MARTINEZ-GARCIA et al., 2012). A verrucomicrobia também ¢ ativa na oxidagao de

metano pela conversao do metano em metanol, uma reagdo catalisada pela enzima metano
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mono-oxigenase (DURSO et al., 2010), que apareceu em maior propor¢do nas dietas silagem,
caroco de algoddo e canola.

O filo Actinobacteria pertence a um grupo de bactérias gram-positivas presentes no
ramen (PANDYA et al., 2010), existe uma consideravel falta de informagao sobre ecologia e
biologia das actinobactérias no rimen. O crescimento ocorre em meios contendo liquido
ruminal, peptona e um aceptor de elétrons adequado (ANDERSON et al., 2000), estudos
recentes mostraram que esses micro-organismos atuaram na biodegradagao da lignocelulose
(WANG et al., 2016). A proporgdo e composicdo das Actinobacteria no raimen diferem com a
idade dos animais, eles sdo mais prevalentes e largamente povoados com membros da ordem
Actinomycetales em bezerros recém-nascidos, mas sua populacdo diminui significativamente
na vaca que se torna povoada com membros da ordem Coriobacteriales (JAMI et al., 2013).

Nao ¢ conhecido o motivo em que filos bacterianos menores (e ndo ruminais) aparecem
no ramen, todavia com o surgimento de novos estudos, possivelmente serdo descobertos novos

desafios e a partir disso serd determinada a especificidade.

Conclusao

A alimentagao com graos de oleaginosas apresentou grande diversidade de bactérias dos
filos Bacteroidetes e Proteobacteria. A alimentacdo com volumosos (silagem e pastagem)
apresentou grande diversidade de bactérias do filo Firmicutes, a dieta pastagem apresentou uma

maior riqueza na diversidade filogénica.
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ARTIGO II: ESPECIES BACTERIANAS RUMINAIS DE NOVILHOS DE CORTE

ALIMENTADOS COM DIFERENTES GRAOS DE OLEAGINOSAS

Resumo

O objetivo foi avaliar a diversidade das espécies bacterianas na fra¢ao solida do conteudo
ruminal, através das sequéncias génicas da regido conservada do gene 16S rDNA, em resposta
a dietas contendo graos de oleaginosas (canola, caroco de algodao, girassol, soja) fornecidas
aos bovinos. Foram utilizados seis novilhos cruzados, machos castrados, fistulados no rimen,
com peso médio de 416,33+93,30 kg distribuidos em Quadrado Latino 6x6 (seis dietas e seis
periodos), com periodos de 14 dias, sendo 13 dias de adaptacdo e 1 dia de coleta de amostras,
totalizando 84 dias de ensaio, além do periodo pré-experimental de 30 dias em pastagem. As
bactérias celuloliticas foram identificadas com predominancia em todas as dietas,
corresponderam a 47,75% na dieta caroco de algoddo e 51,51% na dieta pastagem. As bactérias
amiloliticas foram identificadas em todas as dietas, corresponderam a 62,51% na dieta girassol.
As bactérias proteoliticas foram identificadas em todas as dietas, corresponderam a 65,96% na
dieta girassol. As bactérias laticas foram identificadas em todas as dietas, corresponderam a
0,92% na dieta silagem. A bactéria Megasphaera elsdenii foi identificada nas dietas, a maior
diversidade dessa bactéria nas dietas padrdo e pastagem reduziu a disponibilidade de hidrogénio
no rumen devido a produgdo de propionato e utilizagao do lactato. A alimentacdo com graos de
oleaginosas apresentou similaridade nas bactérias das dietas, indicando que a flora se altera em

47,51% com a mudanca de alimentagao.

Palavras-chave: bactéria, microbiota ruminal, sequenciamento 16S rDNA
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RUMINAL BACTERIAL SPECIES OF BEEF CATTLE FEED WITH DIFFERENT

OILSEEDS GRAINS

Abstract

The objective of the present study was to evaluate the bacterial species diversity in the solid
fraction of the ruminal content, through the gene sequences of the conserved 16S rDNA region,
in response to diets content oilseed grains (canola, cottonseed, sunflower, soybean) fed to the
beef cattle. Were used six crossbred steers, castrated male, rumen fistulated, with a mean weight
of 416.33 £ 93.30 kg were distributed in 6x6 Latin Square (six diets and six periods), with a
period of 14 days, of which 13 days of adaptation and 1 day of sample collection, totaling 84
days of testing, in addition to the pre-experimental period in a 30-day pasture. Cellulolytic
bacteria were identified with predominance in all diets, corresponding to 47.75% in the
cottonseed diet and 51.51% in the pasture diet. The amylolytic bacteria were identified in all
diets, corresponding to 62.51% in the sunflower diet. Proteolytic bacteria were identified in all
diets, corresponding to 65.96% in the sunflower diet. Lactic bacteria were identified in all diets,
Megasphaera elsdenii bacterium was identified in the diets, the greater diversity of this
bacterium in the standard diets and pasture reduced the availability of hydrogen in the rumen
due to propionate production and lactate utilization. Feeding with oilseeds showed similarity in
the bacteria of the diets, indicating that the flora changes in 47.51% with the feeding change.

Keywords: bacterium, ruminal microbiota, sequencing 16S rDNA

Introducio
O ambiente ruminal € colonizado por milhares de micro-organismos que pertencem aos

trés dominios (WOESE et al., 1990): Bactérias (bactérias), Archaea (archaea) e Eucarya
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(fungos e protozoarios). As bactérias sdo altamente diversificadas e abundantes nos dominios
do rimen e representam aproximadamente 95% da microbiota total (FLINT et al., 2008).

As principais espécies de bactérias fermentadoras de carboidratos estruturais, que se
associam as fibras dos alimentos e degradam particularmente celulose e hemicelulose, sao
Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens e Fibrobacter succinogenes, estas produzem
como produto da fermentacdo, propionato, butirato, succinato, formato, diéxido de carbono,
agua e, principalmente, acetato (DEHORITY, 2003). As Ruminococcus sao produtoras de
hidrogénio (via acetato), o seu crescimento e consequentemente a degradacao das fibras pode
ser inibida pelo acumulo de hidrogénio (JANSSEN, 2010; WOLIN, MILLER & STEWART,
1997).

As bactérias amiloliticas Treponema bryantii e Treponema saccharophilum atuam
principalmente na fermenta¢do de carboidratos ndo-estruturais (STANTON & CANALE-
PAROLA, 1980), com a utilizacdo de malto-oligossacarideos (COTTA, 1992). Ruminobacter
amylophilus ¢ predominante no rimen de bovinos alimentados com dieta rica em amido
(HUNGATE, 1966), sendo a gama de substratos utilizados por esta bactéria limitado a amido,
maltose e maltodextrinas (HAMLIN & HUNGATE, 1956), com atividade proteolitica.

As bactérias proteoliticas Prevotella bryantii e Prevotella brevis tem fungdes no ramen
de degradacdo e utilizagdo do amido, degradacao de polissacarideos como xilanas e pectinas da
parede celular de plantas, porém, ndo degradam celulose (COTTA, 1992; McALLISTER, 1990)
e tem atividade proteolitica.

As espécies laticas sao compostas pela maioria dos Lactobacillus que sdao bactérias
homofermentativas, podendo destacar Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus pentosus que desempenham papel reconhecido como iniciadores na fermentacao
de vegetais (POT, 2008; POT & TSAKALIDOU, 2009). Eubacterium pyruvativorans ¢ uma

bactéria que tem crescimento rapido no piruvato (ATTWOOD et al., 1998), mesmo o piruvato
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ndo tendo altas concentracdes no fluido ruminal (WALLACE, 1978). Megasphaera elsdenii é
a principal bactéria ruminal envolvida na via do acrilato convertendo o lactato em propionato
e, na auséncia de lactato, produzindo acetato e butirato, mas ndo propionato da glicose (HINO
etal., 1994; RUSSELL & WALLACE, 1997).

A maior abundancia das populacdes de bactérias envolvidas no metabolismo do
propionato estd associada a redugdo das emissdes de metano em comparacdo com O
metabolismo do acetato porque mais hidrogénio ¢ utilizado para produgdo de acidos graxo de
cadeia curta, reduzindo assim a disponibilidade para a produ¢do de metano (JANSSEN, 2010;
WANAPAT et al., 2015).

Dessa forma, o uso de fontes de graos de oleaginosas na nutrigdo animal ¢ uma
alternativa para melhorar a eficiéncia alimentar, reduzindo as perdas energéticas com a
produgdo de metano através do consumo de hidrogénio pelo processo de biohidrogenacao.

O estudo da abordagem metagendmica ¢ uma ferramenta que permite avaliar a
diversidade bacteriana, estudando o DNA total microbiano extraido diretamente do ambiente
(HANDELSMAN, 2004). Utilizando a tecnologia de sequenciamento de DNA, a microbiota
ruminal pode ser imediatamente investigado (BHATT et al.,, 2013). A caracterizagdo da
populagdo de micro-organismos procariotos € realizada através do sequenciamento do gene 16S
rDNA, sendo possivel estimar a diversidade e classificagdo filogenética, afim de identificar e
quantificar organismos nao cultivados (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002; KANG et al., 2009).

Nesse sentido, objetivou-se utilizar a abordagem metagendmica para avaliar a
diversidade das espécies bacterianas na fracdo solida do conteudo ruminal, através das
sequéncias gé€nicas da regido conservada 16S rDNA, em resposta a dietas formuladas com
diferentes graos de oleaginosas (canola, caroco de algoddo, girassol, soja) fontes de acidos

graxos poli-insaturados (6mega-3 ¢ dmega-6).
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Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido de acordo com os principios éticos adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA/UFMS (Protocolo n°654/2015).

O experimento foi realizado na Universidade Catélica Dom Bosco e na Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em Campo

Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Animais, delineamento experimental

Foram utilizados seis novilhos cruzados, machos castrados, fistulados no rimen, com
peso médio de 416,33+93,30 kg ao inicio do experimento os quais foram distribuidos em
quadrado latino 6x6 (seis dietas e seis periodos). Os animais foram vacinados, vermifugados e
alocados em baias individuais (18 m?) com cobertura, tendo livre acesso a 4gua e alimento. O
experimento foi dividido em 6 periodos experimentais de 14 dias, sendo 13 dias de adaptagao
e 1 dia de coleta de amostras, totalizando 84 dias de ensaio. Foi adotado um periodo pré

experimental de 30 dias em pastagem.

Caracterizacdo da forragem

A forragem era composta pela graminea Brachiaria brizantha cv. Marandu syn.
Urochloa brizantha cv. Marandu. Para determinar a composi¢ao bromatoldgica da forragem,
foram coletadas amostras, obtidas através do corte do material existente que ocupava a area de
um quadrado (0,25 m?), arremessado, aleatoriamente, dentro da 4rea, foram coletadas oito sub
amostras, que posteriormente foram homogeneizadas formando uma amostra tUnica. Em
seguida retiraram-se as amostras para determina¢ao da massa verde e seca, sendo essa, realizada

apos a secagem das amostras em estufa de circulacao de ar for¢ada, com temperatura a 65°C
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por 72 horas. Apos a secagem, o material foi moido em moinho tipo Wiley equipado com
peneira de malha com abertura de 1 mm para serem amostrados 2 g de massa seca e levado a
estufa a 105° C, por 12 horas para se quantificar a segunda massa seca.

As amostras foram submetidas a andlises laboratoriais para determinagdo dos teores de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral (MM) e proteina bruta (PB)
segundo os métodos 930.15, 942.05 ¢ 976.05 AOAC (2000), determinacao do teor de fibra em
detergente neutro (FDN) teor de fibra em detergente 4acido (FDA) pelo método de Robertson &
Van Soest (1985). Foram considerados os nutrientes (MS, MO, PB, FDN e FDA) com base na

matéria seca (Tabela 1).

Tabela 8. Composi¢cdo bromatologica da Brachiaria brizantha cv. Marandu syn. Urochloa
brizantha cv. Marandu

Folha verde Colmo verde Material morto Planta inteira

MS (g/kg de MN) 397 344 349 366
MM (g/kg de MS) 9 9 8 9

PB (g/kg de MS) 100 75 48 79
FDN (g/kg de MS) 610 711 733 664

MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente
neutro.
Caracterizacdo das dietas

Foram avaliadas seis dietas (Tabela 2), sendo quatro contendo diferentes graos de
oleaginosas (caroco de algoddo, canola, girassol e soja) visando obter 80g/kg de extrato etéreo
na dieta, uma contendo ingredientes comumente utilizados no concentrado de bovinos com 30
g/kg de extrato etéreo, e outra apenas com volumoso (silagem de planta inteira de milho).

As amostras foram submetidas a andlises laboratoriais para determinacao dos teores de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB) e extrato
etéreo (EE) segundo os métodos 930.15, 942.05, 976.05 € 920.39 AOAC (2000), determinagao
do teor de fibra em detergente neutro (FDN) de acordo com Mertens (2002) usando a-amylase

(Termamyl 120 L®), teor de fibra em detergente acido (FDA) pelo método de Robertson &
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Van Soest (1985). Foram considerados os componentes dietéticos (MS, MO, PB, EE, FDN e
FDA) fornecidos e contidos nas sobras (Consumo = g de nutriente fornecido — g de nutriente
nas sobras) com base na matéria seca.

As dietas foram formuladas utilizando silagem de milho de planta inteira como
volumoso, na propor¢do volumoso:concentrado de 40:60 com base na matéria seca, segundo
NRC (2000) para obtencao de ganhos médios de 1,25 kg/dia para novilhos de corte cruzados
com aproximadamente 400 kg de peso corporal. O fornecimento da dieta foi realizado uma vez
ao dia, as 8.00 horas, de forma a manter as sobras em torno de 50 g/kg do fornecido, sendo
realizado o ajuste de consumo diariamente, os grdos eram fornecidos inteiros. As dietas
avaliadas foram: caroco de algoddo (A), canola (C), girassol (G), padrao (PD), pastagem (P),

soja (SO) e silagem (S).

Tabela 9. Ingredientes e composi¢do bromatoldgica das dietas experimentais

Dietas (g/kg de MS)

Silagem  Padrdo  Algoddo  Canola  Girassol  Soja
Silagem de milho 950 400 400 400 400 400
Carogo de algodao - - 350 - - -
Canola - - - 187 - -
Girassol - - - - 132 -
Soja - - - - - 245
Milho - 383 170 288 290 305
Farelo de Soja - 167 30 75 128 -
Amireia - 20 20 20 20 20
Nucleo mineral 50 30 30 30 30 30

Composi¢ao bromatoldgica das dietas

MS (g/kg de MN) 252 492 488 496 495 493
MO (g/kg de MS) 936 956 920 931 930 944
PB (g/kg de MS) 72 191 175 180 180 200
FDN (g/kg de MS) 630 389 497 422 434 375
FDA (g/kg de MS) 426 209 317 238 226 211
EE (g/kg de MS) 23 35 74 73 72 68

MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente
neutro; FDA: fibra em detergente acido; EE: extrato etéreo.

Coleta de material ruminal
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No periodo pré-experimental de 30 dias a pasto foi realizada a coleta de contetido
ruminal considerado como periodo 0. A coleta de amostras do contetido ruminal foi realizada
no 14° dia experimental de cada periodo, antes do arragoamento dos animais, as 7:00 h,
manualmente, através da canula. Foram pesadas dez gramas da fracdo solida e adicionados 10
ml de TBE (pH 7,4), agitou-se vigorosamente por 3 minutos (vortex) e posteriormente o
contetdo foi filtrado em tecido com malha de 100 micras. O filtrado foi submetido a
centrifugacdo de 13.0000 RCF por 13 minutos a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento restante foi ressuspenso em 0,8 ml de TE tampao Tris-EDTA (10X,
pH 8,0). O contetdo ressuspenso foi centrifugado a 15.000 RCF por 11 min a 4°C, o

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi armazenado sob refrigeragdo (-20°C).

Extracdo do DNA metagenomico

A obtencdo do DNA metagenomico foi realizada no precipitado ressuspenso obtido da
fracdo soélida do contetido ruminal. Foram analisadas 42 amostras com o kit de extragdo
QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (cat. no. 51604, Qiagen, Hilden, Germany). O total de
DNA extraido do conteudo ruminal foi quantificado em Qubit dSDNA HS Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific®), e a qualidade do material genético foi avaliada através de eletroforese em
gel de agarose 0,8%. As amostras de DNA extraido foram armazenadas a -20°C para posterior

amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Deteccdo do DNA metagenomico
As amostras de DNA metagenomico foram analisadas em eletroforese de cuba
horizontal. Uma aliquota de 8 pl de cada amostra juntamente com 2 pl de tampao de

carregamento [0,025% de azul de bromofenol p/v e 50% de glicerol v/v], foi disposta em gel
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de agarose a 0,8% (p/v), previamente imerso em tampao TBE 1X [Tris 89 mM, Acido Borico
89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3], a 80 volts.

Apos a corrida eletroforética, o gel foi corado em solu¢dao de brometo de etidio (0,5
pg/ml) por 10 minutos, e logo ap6s descorado por 15 minutos em agua destilada. A visualizagdo
das bandas com perfil de DNA metagendmico e do produto de PCR foi feita sob luz UV e a
imagem documentada em um aparelho fotodocumentador (Bio Rad - Gel Doc 1000), através
do “software” Quantity OneR (Bio RadTM, Hercules, CA, USA).

As dimensdes do DNA metagendmico e dos fragmentos amplificados foram
comparados a um padrdo de peso molecular com fragmentos multiplos de 1 kb e 1kb plus DNA

Ladder, dispostos no gel juntamente com as amostras analisadas.

PCR do gene 16S rDNA

As amostras de DNA metagenomico extraidos foram amplificadas pela Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) pela empresa GenOne Solugdes em Biotecnologia, através da
regido conservada do gene 16S rDNA. As amplificacdes por PCR foram realizadas em um
volume final de 20 pl. A cada reacao de amplificagdo foram incluidos um controle positivo,

previamente testado, e um controle negativo (agua ultrapura autoclavada).

Sequenciamento do gene 16S rDNA

As amostras foram sequenciadas em larga escala de DNA para empresa GenOne
Solugdes em Biotecnologia. A amplificacdo, assim como o sequenciamento das regides V3-V4
(466 pb) do 16S rDNA foi realizada pela plataforma Illumina HiSeq
(http://www.genone.com.br/genomica/), obtendo uma biblioteca gendmica, processamento de
dados, composigao e abundancia das espécies, complexidade e diferenca de complexidade para

cada amostra e clustering da composi¢do de espécies para cada amostra e entre as amostras.
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Andlise dos dados do gene 168 rDNA

A andlise dos dados subsequentes foi processada usando o programa QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology). O QIIME ¢ um programa livre baseado em
scripts Phyton que permitem a classificacdo das sequéncias de 16S rDNA em Unidades
Taxondmicas Operacionais (OTU) e, usando-as como base para construir arvores filogenéticas,
plotar graficos taxondmicos, construir redes de interagdo, calcular medidas de alfa e beta
diversidade, entre outros (CAPORASO et al., 2010).

Dessa maneira, as OTU foram definidas por agrupamento a 97%, utilizando como
referéncia o banco de dados de OTU mais recente do Greengenes com o método Uclust
(EDGAR, 2010).

A estrutura geral da comunidade bacteriana de filo e género foram analisados utilizando
grafico de abundancia relativa (FUKUYAMA et al., 2015).

Os testes estatisticos sobre as diferencas taxonOmicas entre as amostras foram calculados
por meio do software STAMP utilizando o Teste Exato de Fisher com multipla correcdo de

Bonferroni (P < 0,01) (cobertura nominal de 95%) (PARKS et al., 2010).

Resultados

No diagrama de Venn (Figura 1), foram identificadas 2495 Unidades Taxondmicas
Operacionais (OTU). Deste total foram identificados 1188 OTU compartilhadas entre todas as
dietas, o que corresponde a uma taxa fixa de similaridade de 47,61%. Nas dietas padrdo e canola
houve 86 OTU compartilhadas; entre as dietas padrao e girassol foram 42 OTU compartilhadas;
nas dietas padrao e carogo de algodao foram 69 OTU compartilhadas; nas dietas canola e carogo
de algodao foram 74 OTU compartilhadas; entre as dietas canola e girassol foram 62 OTU

compartilhadas; e entre as dietas girassol e caroco de algodao foram 41 OTU compartilhadas.
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A comunidade bacteriana pouco se alterou com a mudanga de dieta ou mesmo com a inclusdo

dos diferentes graos de oleaginosas (Figura 1).

PD

107

Figura 4. Diagrama de Venn representando o nimero de OTU de bactérias.

Os valores representam o nimero de OTU compartilhados e ndo compartilhados entre as dietas
analisadas referente ao contetido ruminal.

PD: padrao; A: carogo de caroco de algodao; C: canola; G: girassol.

As dietas padrdo e canola compartilharam exclusivamente 3,45% das espécies de
bactérias; as dietas padrao e girassol compartilharam exclusivamente 1,68% das espécies de
bactérias; as dietas padrdo e carogo de algoddo compartilharam exclusivamente 2,76% das
espécies de bactérias; as dietas canola e caroco de algoddo compartilharam exclusivamente
2,96% das espécies de bactérias; as dietas canola e girassol compartilharam exclusivamente

2,48% das espécies de bactérias; as dietas girassol e caro¢o de algoddo compartilharam

exclusivamente 1,64% das espécies de bactérias, dessa forma, sugere-se que espécies de
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bactérias pouco se alteraram em razdo da mudanca das dietas, devido a similaridade entre a
composi¢ao bromatologica das mesmas.

No diagrama de Venn (Figura 2), ha uma sobreposicdo de bactérias entre as dietas
analisados. Nas dietas pastagem e padrdo ha 1577 OTU compartilhadas; nas dietas silagem e
padrdao ha 1481 OTU compartilhadas; nas dietas silagem, pastagem e padrdo hd 1379 OTU
compartilhadas, sugerindo que a comunidade bacteriana presente nessa sobreposicao
provavelmente ndo se altere com a mudanca de dieta.

As dietas pastagem e padrdo compartilham de 69,96% das bactérias; as dietas silagem
e padrao compartilham 66,71% das bactérias; as dietas pastagem, silagem e padrao
compartilham 56,24% das bactérias. Essa analise ressalta que independente da dieta adotada,

as bactérias presentes alteram na média de 35,69% considerando todas as dietas.

478 1577 199

Figura A




55

Figura B

Figura C

Figura 5. Diagrama de Venn representando o nimero de OTU de bactérias.

Os valores representam o nimero de OTU compartilhados e ndo compartilhados entre as dietas
analisadas referentes ao contetido ruminal.

Figura A: OTU compartilhadas entre as dietas pastagem e padrao.

Figura B: OTU compartilhadas entre as dietas silagem e padrao.

Figura C: OTU compartilhadas entes as dietas pastagem, padrao e silagem.

P: pastagem; S: silagem; PD: padrao.
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Quando faz a comparagdo entre as dietas pastagem e padrdo, observa-se um total de
2254 OTU, dessas, 21,20% presentes na dieta pastagem e, 8,82% presentes na dieta padrdo. A
maior diversidade encontrada na dieta pastagem ¢ esclarecido pela presenga de bactérias
celuloliticas. Na comparagdo das dietas silagem e padrdo, observa-se um total de 2220 OTU,
dessas, 20% presentes na dieta silagem e, 13,28% presentes na dieta padrdo. Na comparagao
das trés dietas observa-se um total de 2466 OTU, dessas, 9,65% presentes na dieta pastagem,
8,27% presentes na dieta silagem, 3,93% presentes na dieta padrao, considerando as interagoes,
4,13% nas dietas padrao + silagem, 9,73% nas dietas pastagem + silagem, 8,02% nas dietas
pastagem + padrao.

Foram identificadas cento e cinquenta estirpes de bactérias, que corresponderam a
10,84%, outras bactérias ndo foram identificadas pelo banco de dados, que correspondeu a
89,16%. Dentre as bactérias identificadas, classificamos conforme a especificidade de cada,
celuloliticas, amiloliticas, proteoliticas e laticas (Tabela 3).

Foram identificadas as seguintes bactérias celuloliticas: Prevotella ruminicola (género
Prevotella), Ruminococcus albus (género Ruminococcus), Ruminococcus flavefaciens (género
Ruminococcus), Butyrivibrio fibrisolvens (género Butyrivirio), Butyrivibrio fibrisolvens
(género Pseudo Butyrivirio), Rumen bacterium NK4B29 (género Ruminococcus), Clostridium
papyrosolvens (género Lachnospiraceae), Eubacterium uniforme (gé€nero Lachnospiraceae) €
Eubacterium sp. F1 (género Rikenellaceae). As bactérias celuloliticas foram identificadas nas
dietas nas seguintes proporcdes: 51,51% na dieta pastagem; 35,95% na dieta silagem; 31,93%
na dieta padrao; 47,75% na dieta carogo de algodao; 34,34% na dieta canola; 24,03% na dieta
girassol e 24,02% na dieta soja.

Foram identificas as seguintes bactérias amiloliticas: Treponema bryantii, Treponema
saccharophilum, do género Treponema, Ruminobacter amylophilus (género Ruminobacter) €

Prevotella ruminicola (género Prevotella). As bactérias amiloliticas foram identificadas nas
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seguintes proporgoes: 20,07% na dieta pastagem; 30,27% na dieta silagem; 34,40% na dieta
padrdo; 27,24% na dieta carogo de algoddo; 34,72% na dieta canola; 62,51% na dieta girassol

e 20,45% na dieta soja.

Tabela 10. Espécies bacterianas identificadas pelo sequenciamento
Pastagem Silagem Padrio Algoddo Canola Girassol Soja

Prevotella ruminicola 4,16%  544% 14,37% 13,57% 12,62% 14,17% 9,46%
Ruminococcus albus 2,71%  3,88% 2,70% 11,16% 4,24% 3.27% 4,22%
% Ruminococcus flavefaciens  17,10% 15,83% 6,45% 11,25% 7,15% 3,80% 5,13%
-;E’ Butyrivibrio fibrisolvens 3,33%  0,20% 0,19% 0,66% 0,27% 0,08% 0,14%
:g Butyrivibrio fibrisolvens 23,59% 8,57% 7,54% 10,87% 9,55% 2,52% 4,67%
g Rumen bacterium NK4B29 0,12%  0,04% 0,01% 0,03% 0,04% 0,01%
Clostridium papyrosolvens 0,03%  0,23% 0,01% 0,01% 0,01%
Eubacterium uniforme 0,35% 0,71% 0,33% 0,16% 0,27% 0,14% 0,18%
Eubacterium sp. F1 0,11% 1,04% 0,36% 0,03% 0,20% 0,03% 0,21%
§ Treponema bryantii 14,68% 15,36% 17,18% 9,76% 8,88% 0,90% 3,93%
% Prevotella ruminicola 4,16%  544% 14,37% 13,57% 12,62% 14,17% 9,46%
@ Treponema saccharophilum  0,05% 0,10% 0,03% 0,15% 0,10% 0,79%
<t Ruminobacter amylophilus 1,18  947% 2,75% 3,88% 13,07% 47,34% 6,27%
Butyrivibrio fibrisolvens 23,59% 8,57% 7,54% 10,87% 9,55% 2,52% 4,67%
@ Prevotella ruminicola 4,16%  544% 14,37% 13,57% 12,62% 14,17% 9,46%
-E Ruminobacter amylophilus 1,18  947% 2,75% 3,88% 13,07% 47,34% 6,27%
§ Prevotella bryantii 0,12%  0,52% 0,54% 0,76% 0,38% 1,23% 2,59%
E Prevotella albensis 0,55%  0,16% 0,38% 1,20% 0,30% 0,68% 0,91%
Prevotella brevis 0,05% 0,02% 0,05% 0,02% 0,01%
Prevotella nigrescens 0,24%
Lactobacillus agilis 0,01%
Lactobacillus amylovorus 0,05% 0,27% 0,13% 0,02% 0,02% 0,01% 0,04%
Lactobacillus fermentum 0,01% 0,02%
Lactobacillus aviarius 0,14%
@ Lactobacillus mucosae 0,07%  0,43% 0,10% 0,09% 0,07% 0,03% 0,05%
';é Lactobacillus murinus 0,01% 0,02%
= Lactobacillus salivarius 0,06% 0,01% 0,00% 0,01%
Lactobacillus pentosus 0,31%
Megasphaera elsdenii 0,05%  0,01% 0,06% 0,10% 0,03% 0,02% 0,03%
Eubacterium pyruvativorans 0,01% 0,02%
Pediococcus pentosaceus 0,01% 0,02%

Foram identificadas as seguintes bactérias proteoliticas: Butyrivibrio fibrisolvens

(género Pseudo Butyrivibrio), Ruminobacter amylophilus (género Ruminobacter), Prevotella
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albensis, Prevotella brevis, Prevotella bryantii, Prevotella nigrescens e Prevotella ruminicola,
do género Prevotella. As bactérias proteoliticas foram identificadas nas seguintes proporg¢des:
29,6% na dieta pastagem; 24,40% na dieta silagem; 25,63% na dieta padrao; 30,30% na dieta
caroco de algodao; 35,97% na dieta canola; 65,96% na dieta girassol e 23,91% na dieta soja.

Foram identificadas as seguintes bactérias laticas: Lactobacillus agilis, Lactobacillus
amylovorus, Lactobacillus aviarius, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus mucosae,
Lactobacillus murinus, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus salivarus, do género
Lactobacillus, Megasphaera elsdenii (género Megasphaera), Eubacterium pyruvativorans
(género Eubacterium) e Pediococcus pentosaceus (género Pediococcus). As bactérias laticas
foram identificadas nas seguintes propor¢des: 0,20% na dieta pastagem; 0,92% na dieta
silagem; 0,29% na dieta padrao; 0,22% na dieta carogo de algoddo; 0,14% na dieta canola;
0,08% na dieta girassol e 0,50% na dieta soja.

Foram identificadas outras bactérias com especificidades ndo descritas acima:
Synergites jonesii (género Synergistes, redu¢ao de piridinodiol); Acetobacter pasteurianus
(género Acetobacter, producdo de acido acético); Selenomonas bovis (género Selenomonas,
producdo de succinato); Clostridium amilophilum (género Lachnoclostridium, produgao de
amonia); Brevundimonas diminuta (género Brevundimonas, transforma etanol em acido);
Sporomusa malonica (género Sporomusa, homoacetogénica); Succiniclasticum ruminis
(género Succiniclasticum, produgdo de succinato, utilizagdo de agucares e ureolitica);
Craurococcus roseus (género Craurococcus, redugdo de nitrato) e Kandleria vitulina (género
Kandleria, producdo de actcares). As bactérias foram identificadas nas seguintes proporgoes:
9,98% na dieta pastagem; 17,12% na dieta silagem; 13,01% na dieta padrao; 23,63% na dieta
carogo de algodao; 9,09% na dieta canola; 11,06% na dieta girassol e 8,79% na dieta soja.

Algumas bactérias identificadas realizam mais de uma funcao, o que ird determinar a

especificidade ¢ a condigdo microbiana ruminal e a dieta fornecida aos animais. Foram essas
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bactérias: Prevotella ruminicola (género Prevotella, celulolitica, amilolitica e proteolitica),
Ruminobacter amylophilus (género Ruminobacter, proteolitica e amilolitica), Butyrivibrio
fibrisolvens (género Pseudo Butyrivibrio, celulolitica e proteolitica), Treponema
saccharophilum (género Treponema, amilolitica e pectinolitica), Treponema bryantii (género
Treponema, amilolitica, sacarolitica e interage com celuloliticas), Megasphaera elsdenii
(género Megasphaera, producdo de acrilato, acetato, buritato e succinato, latica, utilizacdo de
acucares e ureolitica), Lactobacillus fermentum (género Lactobacillus, utilizagdo de aglicares)
e Eubacterium pyruvativorans (género Eubacterium, produgao de piruvato e latica).

Além dessas bactérias citadas, foram encontradas outras com fungdes desconhecidas até
o momento na literatura; foram encontradas também outras bactérias ndo pertencentes ao
ambiente ruminal e a causa de identificacdo nesse ambiente ainda ndo é conhecida, dentre elas:
bactérias patogénicas (Propionibacterium granulosum, Ralstonia pickettii e Serratia
marcescens); bactérias que causam doengas em humanos (Rhodococcus hoagii, Aeromonas
caviae, Klebsiella pneumoniae, Gallibacterium salpingitidis ¢ Pseudomonas monteilli);
bactérias encontradas na agua (Paladibaculum fermentans, Pseudoclavibacter caeni,
Bacterium enrichement culture clone R4-41B, Methylobacterium aquaticum); bactérias
encontradas em plantas (Pseudoxanthomonas suwonensis € Sphingomonas melonis); bactérias
que causam doengas em ruminantes (Dietzia maris, Micrococcus luteus, Prevotella

heparinolytica e Bibersteinia trehalosi).

Discussao
Os indices de diversidade demonstraram que a microbiota bacteriana ruminal ¢ bastante
rica e diversa, com descri¢do das comunidades a partir do nimero das sequéncias obtidas. Isto

demonstra efetivamente o poder da técnica metagendmica associada ao sequenciamento do
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gene 16S rDNA para descrever a comunidade bacteriana, a qual ndo seria revelada pelas
técnicas tradicionais de cultivo bacteriano na microbiologia.

Através da andlise de diversidade, foi possivel identificar que as bactérias sofreram
alteracao média de 47,61% nas dietas avaliadas e a dieta pastagem apresentou maior diversidade
em relacdo as demais dietas, essa diversidade ¢ referente as bactérias celuloliticas. A dieta ¢
provavelmente o fator mais importante que influéncia o niimero e a proporc¢ao relativa das
diferentes espécies de micro-organismos ruminais (VALADARES FILHO & PINA, 2006). A
mudanga na populagdo € resultante da mudanca na dieta do ruminante (TEIXEIRA, 1992) sendo
que a mudanca na dieta impde ao animal um periodo de transi¢do na populacdo microbiana do
ramen, com altera¢des nas propor¢des entre as distintas espécies para dar um novo equilibrio e
promover uma melhor adaptagdo a nova dieta (WILLIAMS, 1986), o periodo de adaptacgdo
utilizado no experimento foi de treze dias sendo recomendado pela literatura (LLOYD et al.,
1956).

A variagao da diversidade dos micro-organismos do ramen também varia conforme a
fase do crescimento microbiano e a disponibilidade de nutrientes (OWENS & GOETSCH,
1988), essa variacdo também ocorre de acordo com o horario em que a amostragem ¢ realizada
(CECAVA et al., 1990). As variagdes na composicao das bactérias ruminais podem ainda ser
atribuidas as diferencas entre técnicas de isolamento e de determinag¢dao da composicao das
bactérias, podem ocorrer diferencas significativas na composi¢do das bactérias isoladas em
animais alimentados com diferentes dietas (CLARK et al., 1992).

As bactérias celuloliticas foram identificadas em 47,75% na dieta carogo de algodado e
51,51% na dieta pastagem, isso ocorreu devido ao teor de FDN analisado (Tabela 1). As
bactérias amiloliticas foram identificadas em 62,51% na dieta girassol, isso ocorreu
provavelmente devido ao teor de amido na dieta. A bactéria Ruminobacter amylophilus foi

identificada com 47,34%, essa bactéria realiza as fun¢des de proteolitica e amilolitica. As
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bactérias proteoliticas foram identificadas em 65,96% na dieta girassol, isso ocorreu
provavelmente devido ao teor de amido na dieta. A bactéria Ruminobacter amylophilus foi
identificada com 47,34% na dieta girassol, essa bactéria realiza as fungdes de proteolitica e
amilolitica. observou-se 29,60% na dieta pastagem, isso ocorreu devido presenca da bactéria
Butyrivibrio fibrisolvens, essa bactéria realiza as fungdes de celulolitica e proteolitica.

As bactérias laticas foram identificadas em 0,92% na dieta silagem, essa quantidade foi
trés vezes maior que nas demais dietas, isso provavelmente ocorreu devido aos teores de lactato
presentes na dieta. O processo de ensilagem produz 4cidos organicos, destacam-se, para
avalia¢do da qualidade do processo fermentativo, o acido latico, acético, butirico e propionico
(TOMICH et al., 2003). Foi identificada a bactéria Megasphaera elsdenii (dieta pastagem 5%;
dieta silagem 0,1%; dieta padrao 0,06%; dieta caroco de algoddo 0,10%; dieta canola 0,30%;
dieta girassol 0,02% e dieta soja 0,03%), sugere-se que a maior diversidade dessa bactéria nas
dietas padrdo e pastagem reduziu a disponibilidade de hidrogénio no rimen devido a producao

de propionato e utilizacao do lactato.

Conclusao

A alimentacdo com graos de oleaginosas apresentou similaridade nas bactérias das
dietas, indicando que a flora se altera em 47,51% com a mudanca de alimentagdo. As bactérias
celuloliticas foram identificadas em grande quantidade nas dietas pastagem e caroco de
algoddo. As bactérias amiloliticas e proteoliticas foram identificadas em grande quantidade na

dieta girassol. As bactérias laticas foram identificadas em grande quantidade na dieta silagem.
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ARTIGO III: ARCHAEAS METANOGENICAS DE NOVILHOS DE CORTE

ALIMENTADOS COM DIFERENTES GRAOS DE OLEAGINOSAS

Resumo

O objetivo foi avaliar a diversidade de archaeas metanogénicas na fracao sélida do conteudo
ruminal, através das sequéncias génicas da regido conservada do gene 16S rDNA, em resposta
a dietas contendo graos de oleaginosas (canola, caroco de algodao, girassol, soja) fornecidas
aos bovinos. Foram utilizados seis novilhos cruzados, machos castrados, fistulados no rimen,
com peso médio de 416,33+93,30 kg distribuidos em Quadrado Latino 6x6 (seis dietas e seis
periodos), com periodos de 14 dias, sendo 13 dias de adaptacdo e 1 dia de coleta de amostras,
totalizando 84 dias de ensaio, além do periodo pré-experimental de 30 dias em pastagem. A
analise da diversidade da ordem e da familia identificou Methanobacteriales e
Thermoplasmatales em todas as dietas. A analise da diversidade do género identificou
Methanobrevibacter ¢ Candidatus methanomethylophilus em todas as dietas. A andlise de
diversidade das espécies identificou Methanobrevibacter ruminantium em todas as dietas
(pastagem com 0,02%, silagem com 0,06%, padrao com 0,18%, caroco de algodao com 0,36%,
canola com 0,48%, girassol com 0,31% e soja com 0,23%). Na dieta soja foram identificadas
poucas archaeas metanogénicas, diferindo das demais dietas, sendo uma alternativa para a
alimentac¢do de bovinos em fung¢ao de seu baixo potencial de perdas energéticas com a produgdo
de metano. Na dieta pastagem foram identificadas poucas archaeas metanogénicas
confirmando que em areas de pastagem onde o manejo ¢ realizado de acordo com a

recomendacao forrageira, o potencial poluente ¢ reduzido.

Palavras-chave: acido graxo poli-insaturado, canola, caroco de algodao, girassol, oleaginosas,

soja grao, metanogénese
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METHANOGENIC ARCHAEAS OF BEEF CATTLE FEED WITH DIFFERENT

OILSEEDS GRAINS

Abstract

The objective of the present study was to evaluate the diversity of methanogenic archaeas in
the solid fraction of the ruminal content, through the gene sequences of the conserved 16S
rDNA region, in response to diets content oilseed grains (canola, cottonseed, sunflower,
soybean) fed to the beef cattle. Were used six crossbred steers, castrated male, rumen fistulated,
with a mean weight of 416.33 + 93.30 kg were distributed in 6x6 Latin Square (six diets and
six periods), with a period of 14 days, of which 13 days of adaptation and 1 day of sample
collection, totaling 84 days of testing, in addition to the pre-experimental period in a 30-day
pasture. Analysis of order and family diversity identified Methanobacteriales and
Thermoplasmatales in all diets. Analysis of the diversity of the genus identified
Methanobrevibacter and Candidatus methanomethylophilus in all diets. The diversity analysis
of the species identified Methanobrevibacter ruminantium in all diets (0.02% pasture, 0.06%
silage, 0.18% standard, 0.36% cotton seed, 0.48% , sunflower with 0.31% and soybean with
0.23%). In the soybean diet, few methanogenic archaeas were identified, differing from the
other diets, being an alternative for the feeding of cattle due to their low potential of energy
losses with the production of methane. In the pasture diet, few methanogenic archaeas have
been identified confirming that in pasture areas where management is carried out according to

the forage recommendation, the pollutant potential is reduced.

Keywords: polyunsaturated fatty acid, canola, cottonseed, sunflower, oilseeds, soybean grain,

methanogenesis
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Introducio

Nos ruminantes, a produg¢do de metano entérico ¢ o resultado da reducgao de didxido de
carbono pela archaea metanogénica que utiliza o hidrogénio resultante da fermentacdo
microbiana anaerébica (LETTAT, HASSANAT & BENCHAAR, 2013).

O metano tem um grande impacto no aquecimento global, sendo 28 vezes mais potente
como um gas do efeito estufa do que o dioxido de carbono (IPCC, 2014). Um ntimero limitado
de archaeas metanogénicas dentro do filo Euryarchaeota sdo produtores de metano e os genes
envolvidos nesse processo sdo bem caracterizados (THAUER et al., 2008; LEAHY et al.,
2010; BORREL et al., 2013). A via que catalisa a conversao de didoxido de carbono em metano
¢ dominante no ramen (HOOK et al., 2010; DANIELSSON et al., 2017).

Dessa forma, os graos de oleaginosas sdo utilizados em dietas para ruminantes pelas
altas concentragdes de lipideos, bem como pela composi¢cdo de acidos graxos, ricos em acidos
insaturados (6mega 3 e 6mega 6), e por apresentarem lenta liberagdo do 6leo, decorrente da
ruminagdo, proporcionando a chegada de pequenas fracdes ao ambiente ruminal (COPPOCK
& WILKS, 1991). O incremento de gorduras, 6leos e graos de oleaginosas na dieta ¢ possivel
reduzir a producao de metano entérico, auxiliando na mitigagdo de gases de efeito estufa
(BODAS et al., 2012; HRISTOV et al., 2013) e interferir na diversidade da populagdo
bacteriana com o consumo de hidrogénio pelo processo de biohidrogenagao.

O processo de biohidrogenacdo ¢ responsavel pelo aumento na producao de acidos
graxos saturados que chega ao duodeno dos ruminantes e também pela sintese ruminal de 4cido
linoleico conjugado e de acido vacénico. Na literatura existem diversos trabalhos que relatam
o uso de energia como estratégia eficaz na redugao de metano (O'HARA et al., 2003; LOVETT
et al., 2005).

A abordagem metagendmica ¢ uma ferramenta que permite avaliar a diversidade

bacteriana, estudando o DNA total microbiano extraido diretamente do ambiente
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(HANDELSMAN, 2004). Utilizando a tecnologia de sequenciamento de DNA, a microbiota
ruminal pode ser imediatamente investigada (BHATT et al., 2013). A caracterizacdo da
populacdo de micro-organismos procariotos ¢ realizada através do sequenciamento do gene 16S
rDNA, sendo possivel estimar a diversidade e classificagdo filogenética, afim de identificar e
quantificar organismos nao cultivados (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002; KANG et al., 2009)
e os possiveis efeitos de ambiente na populagdo, tais como efeitos de dietas.

Nesse sentido, objetivou-se utilizar a abordagem metagendmica para avaliar a
diversidade de archaeas metanogénicas na fragdo soélida do conteido ruminal, através das
sequéncias génicas da regido conservada 16S rDNA, em resposta a dietas formuladas com
diferentes graos de oleaginosas (canola, carogo de algoddo, girassol, soja) fontes de acidos

graxos poli-insaturados (0mega-3 e dmega-6).

Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido de acordo com os principios éticos adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA/UFMS (Protocolo n°654/2015).

O experimento foi realizado na Universidade Catolica Dom Bosco e na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em Campo

Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Animais, delineamento experimental

Foram utilizados seis novilhos cruzados, machos castrados, fistulados no rimen, com
peso médio de 416,33+93,30 kg ao inicio do experimento os quais foram distribuidos em
quadrado latino 6x6 (seis dietas e seis periodos). Os animais foram vacinados, vermifugados e

alocados em baias individuais (18 m?) com cobertura, tendo livre acesso a agua e alimento. O
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experimento foi dividido em 6 periodos experimentais de 14 dias, sendo 13 dias de adaptacao
e 1 dia de coleta de amostras, totalizando 84 dias de ensaio. Foi adotado um periodo pré

experimental de 30 dias em pastagem.

Caracterizacdo da forragem

A forragem era composta pela graminea Brachiaria brizantha cv. Marandu syn.
Urochloa brizantha cv. Marandu. Para determinar a composi¢do bromatologica da forragem,
foram coletadas amostras, obtidas através do corte do material existente que ocupava a area de
um quadrado (0,25 m?), arremessado, aleatoriamente, dentro da 4rea, foram coletadas oito sub
amostras, que posteriormente foram homogeneizadas formando uma amostra tGnica. Em
seguida retiraram-se as amostras para determinag¢ao da massa verde e seca, sendo essa, realizada
apos a secagem das amostras em estufa de circula¢do de ar forcada, com temperatura a 65°C
por 72 horas. Apos a secagem, o material foi moido em moinho tipo Wiley equipado com
peneira de malha com abertura de 1 mm para serem amostrados 2 g de massa seca e levado a
estufa a 105° C, por 12 horas para se quantificar a segunda massa seca.

As amostras foram submetidas a andlises laboratoriais para determinagao dos teores de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral (MM) e proteina bruta (PB)
segundo os métodos 930.15, 942.05 ¢ 976.05 AOAC (2000), determinagao do teor de fibra em
detergente neutro (FDN) teor de fibra em detergente acido (FDA) pelo método de Robertson &
Van Soest (1985). Foram considerados os nutrientes (MS, MO, PB, FDN e FDA) com base na

matéria seca (Tabela 1).
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Tabela 11. Composi¢do bromatologica da Brachiaria brizantha cv. Marandu syn. Urochloa
brizantha cv. Marandu

Folha verde Colmo verde Material morto Planta inteira

MS (g/kg de MN) 397 344 349 366
MM (g/kg de MS) 9 9 8 9

PB (g/kg de MS) 100 75 48 79
FDN (g/kg de MS) 610 711 733 664

MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente
neutro.
Caracterizacdo das dietas

Foram avaliadas seis dietas (Tabela 2), sendo quatro contendo diferentes graos de
oleaginosas (caroco de algoddo, canola, girassol e soja) visando obter 80g/kg de extrato etéreo
na dieta, uma contendo ingredientes comumente utilizados no concentrado de bovinos com 30
g/kg de extrato etéreo, e outra apenas com volumoso (silagem de planta inteira de milho).

As amostras foram submetidas a andlises laboratoriais para determinacao dos teores de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB) e extrato
etéreo (EE) segundo os métodos 930.15, 942.05, 976.05 ¢ 920.39 AOAC (2000), determinagao
do teor de fibra em detergente neutro (FDN) de acordo com Mertens (2002) usando a-amylase
(Termamyl 120 L®), teor de fibra em detergente acido (FDA) pelo método de Robertson &
Van Soest (1985). Foram considerados os componentes dietéticos (MS, MO, PB, EE, FDN e
FDA) fornecidos e contidos nas sobras (Consumo = g de nutriente fornecido — g de nutriente
nas sobras) com base na matéria seca.

As dietas foram formuladas utilizando silagem de milho de planta inteira como
volumoso, na propor¢ao volumoso:concentrado de 40:60 com base na matéria seca, segundo
NRC (2000) para obtencao de ganhos médios de 1,25 kg/dia para novilhos de corte cruzados
com aproximadamente 400 kg de peso corporal. O fornecimento da dieta foi realizado uma vez
ao dia, as 8.00 horas, de forma a manter as sobras em torno de 50 g/kg do fornecido, sendo
realizado o ajuste de consumo diariamente, os graos eram fornecidos inteiros. As dietas

avaliadas foram: carogo de algodao (A), canola (C), girassol (G), padrao (PD), pastagem (P),
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soja (SO) e silagem (8S).

Tabela 12. Ingredientes e composi¢ao bromatologica das dietas experimentais

Dietas (g/kg de MS)

Silagem  Padrdo  Algoddo  Canola  Girassol  Soja
Silagem de milho 950 400 400 400 400 400
Carogo de algodao - - 350 - - -
Canola - - - 187 - -
Girassol - - - - 132 -
Soja - - - - - 245
Milho - 383 170 288 290 305
Farelo de Soja - 167 30 75 128 -
Amireia - 20 20 20 20 20
Nucleo mineral 50 30 30 30 30 30

Composi¢ao bromatoldgica das dietas

MS (g/kg de MN) 252 492 488 496 495 493
MO (g/kg de MS) 936 956 920 931 930 944
PB (g/kg de MS) 72 191 175 180 180 200
FDN (g/kg de MS) 630 389 497 422 434 375
FDA (g/kg de MS) 426 209 317 238 226 211
EE (g/kg de MS) 23 35 74 73 72 68

MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente
neutro; FDA: fibra em detergente acido; EE: extrato etéreo.
Coleta de material ruminal

No periodo pré-experimental de 30 dias a pasto foi realizada a coleta de contetido
ruminal considerado como periodo 0. A coleta de amostras do contetido ruminal foi realizada
no 14° dia experimental de cada periodo, antes do arragoamento dos animais, as 7:00 h,
manualmente, através da canula. Foram pesadas dez gramas da fracao so6lida e adicionados 10
ml de TBE (pH 7,4), agitou-se vigorosamente por 3 minutos (vOrtex) e posteriormente o
conteudo foi filtrado em tecido com malha de 100 micras. O filtrado foi submetido a
centrifugacao de 13.0000 RCF por 13 minutos a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento restante foi ressuspenso em 0,8 ml de TE tampao Tris-EDTA (10X,
pH 8,0). O conteudo ressuspenso foi centrifugado a 15.000 RCF por 11 min a 4°C, o

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi armazenado sob refrigeragao (-20°C).
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Extracdao do DNA metagenomico

A obtencdo do DNA metagenomico foi realizada no precipitado ressuspenso obtido da
fragdo solida do contetido ruminal. Foram analisadas 42 amostras com o kit de extracao
QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (cat. no. 51604, Qiagen, Hilden, Germany). O total de
DNA extraido do contetdo ruminal foi quantificado em Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific®), e a qualidade do material genético foi avaliada através de eletroforese em
gel de agarose 0,8%. As amostras de DNA extraido foram armazenadas a -20°C para posterior

amplificagdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Detecgdo do DNA metagendomico

As amostras de DNA metagendmico foram analisadas em eletroforese de cuba
horizontal. Uma aliquota de 8 pl de cada amostra juntamente com 2 pl de tampao de
carregamento [0,025% de azul de bromofenol p/v e 50% de glicerol v/v], foi disposta em gel
de agarose a 0,8% (p/v), previamente imerso em tampio TBE 1X [Tris 89 mM, Acido Boérico
89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3], a 80 volts.

Apo6s a corrida eletroforética, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio (0,5
pug/ml) por 10 minutos, e logo apds descorado por 15 minutos em agua destilada. A visualizagdo
das bandas com perfil de DNA metagenomico e do produto de PCR foi feita sob luz UV e a
imagem documentada em um aparelho fotodocumentador (Bio Rad - Gel Doc 1000), através
do “software” Quantity OneR (Bio RadTM, Hercules, CA, USA).

As dimensdes do DNA metagendmico e dos fragmentos amplificados foram
comparados a um padrao de peso molecular com fragmentos multiplos de 1 kb e 1kb plus DNA

Ladder, dispostos no gel juntamente com as amostras analisadas.

PCR do gene 16S rDNA
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As amostras de DNA metagenomico extraidos foram amplificadas pela Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) pela empresa GenOne Solugdes em Biotecnologia, através da
regido conservada do gene 16S rDNA. As amplificagdes por PCR foram realizadas em um
volume final de 20 pl. A cada reacdo de amplificacdo foram incluidos um controle positivo,

previamente testado, e um controle negativo (dgua ultrapura autoclavada).

Sequenciamento do gene 168 rDNA

As amostras foram sequenciadas em larga escala de DNA para empresa GenOne
Solugdes em Biotecnologia. A amplificagdo, assim como o sequenciamento das regides V3-V4
(466 pb) do 16S rDNA foi realizada pela plataforma Illumina HiSeq
(http://www.genone.com.br/genomica/), obtendo uma biblioteca gendmica, processamento de
dados, composicao e abundancia das espécies, complexidade e diferenca de complexidade para

cada amostra e clustering da composicao de espécies para cada amostra e entre as amostras.

Analise dos dados do gene 16S rDNA

A andlise dos dados subsequentes foi processada usando o programa QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology). O QIIME ¢ um programa livre baseado em
scripts Phyton que permitem a classificagdo das sequéncias de 16S rDNA em Unidades
Taxonomicas Operacionais (OTU) e, usando-as como base para construir arvores filogenéticas,
plotar graficos taxondmicos, construir redes de interacdo, calcular medidas de alfa e beta
diversidade, entre outros (CAPORASO et al., 2010).

Dessa maneira, as OTU foram definidas por agrupamento a 97%, utilizando como
referéncia o banco de dados de OTU mais recente do Greengenes com o método Uclust

(EDGAR, 2010).
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A estrutura geral da comunidade bacteriana de filo e género foram analisados utilizando
grafico de abundancia relativa (FUKUYAMA et al., 2015).

Os testes estatisticos sobre as diferengas taxondmicas entre as amostras foram calculados
por meio do software STAMP utilizando o Teste Exato de Fisher com multipla corre¢do de

Bonferroni (P < 0,01) (cobertura nominal de 95%) (PARKS et al., 2010).

Resultados

A andlise da diversidade da ordem das archaeas metanogénicas identificou
Methanobacteriales em todas as dietas (pastagem com 2,19%, silagem com 4,49%, padrao com
2,72%, caroco de algoddo com 6,35%, canola com 6,27%, girassol com 3,71% e soja com
1,48%); Methanomicrobiales foi identificada nas dietas pastagem (0,01%), silagem (0,01%),
canola (0,36%), girassol (0,05%) e soja (0,01%); Methanosarcinales foi identificadas nas dietas
canola (0,02%) e girassol (0,05%); Thermoplasmatales foi identificada em todas as dietas
(pastagem com 0,02%, silagem com 0,05%, padrao com 0,39%, caroco de algodao com 0,04%,

canola com 0,10%, girassol com 0,09% e soja com 0,08%) (Tabela 3).

Tabela 13. Archaeas metanogénicas identificadas pelo sequenciamento

Pastagem Silagem Padrio Algoddo Canola Girassol  Soja

Methanobacteriales 2,19% 449%  2,72% 6,35% 6,27% 3,71%  1,48%

Ordem Methanomicrobiales 0,01% 0,01% 0,36% 0,05% 0,01%
Methanosarcinales 0,02%  0,05%
Thermoplasmatales 0,02% 0,05%  0,39% 0,04% 0,10% 0,09%  0,08%
Methanobacteriaceae 2,19% 449%  2,72% 6,35% 6,27% 3,71%  1,48%

Familia Methanomicrobiaceae 0,01% 0,01% 0,36% 0,05% 0,01%
Methanosarcinaceae 0,02% 0,05%
Thermoplasmatales 0,02% 0,05% 0,39%  0,04%  0,10%  0,09%  0,08%
Methanobrevibacter 2,15% 449% 2,72%  6,31%  6,25%  3,70% 1,48%
Methanosphaera 0,04% 0,01% 0,05% 0,02% 0,01%

Geénero  Methanomicrobium 0,01%  0,01% 0,36%  0,05%  0,01%
Methanimicrococcus 0,02% 0,05%
Candidatus Methanomethylophilus 0,02% 0,04%  0,38% 0,04% 0,09% 0,07%  0,07%

Espécie Methanobrevibacter ruminantium 0,02% 0,06%  0,18% 0,36% 0,48% 0,31% 0,23%
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A andlise da diversidade da familia das archaeas metanogénicas identificou
Methanobacteriaceae em todas as dietas (pastagem com 2,19%, silagem com 4,49%, padrao
com 2,72%, caroco de algoddo com 6,35%, canola com 6,27%, girassol com 3,71% e soja com
1,48%); Methanomicrobiaceae foi identificada nas dietas pastagem e silagem com 0,01%,
canola com 0,36%, girassol com 0,05% e soja com 0,01%; Methanosarcinaceae foi identificada
nas dietas canola (0,02%) e girassol (0,05%); Thermoplasmatales foi identificada em todas as
dietas (pastagem com 0,02%, silagem com 0,05%, padrao com 0,39%, caroco de algodao com
0,04%, canola com 0,10%, girassol com 0,09% e soja com 0,08%) (Tabela 3).

A andlise da diversidade do género das archaeas metanogénicas identificou
Methanobrevibacter em todas as dietas (pastagem com 2,15%, silagem com 4,49%, padrao com
2,72%, caroco de algoddo com 6,31%, canola com 6,25%, girassol com 3,70% e soja com
1,48%); Methanosphaera foi identificada nas dietas pastagem (0,04%), padrdo (0,01%), carogo
de algodao (0,05%), canola (0,02%) e girassol (0,01%); Methanomicrobium foi identificada nas
dietas pastagem (0,01%), silagem (0,01%), canola (0,36%), girassol (0,05%) e soja (0,01%);
Methanimicrococcus foi identificada nas dietas canola (0,02%) e girassol (0,05%); Candidatus
methanomethylophilus foi identificada em todas as dietas (pastagem com 0,02%, silagem com
0,04%, padrao com 0,38%, caroco de algodao com 0,04%, canola com 0,09%, girassol com

0,07% e soja com 0,07%) (Tabela 3).
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Figura 6. Espécie de archaea metanogénica identificada nas dietas

A andlise de diversidade das espécies de archaeas metanogénicas identificou
Methanobrevibacter ruminantium (género Methanobrevibacter) em todas as dietas (pastagem
com 0,02%, silagem com 0,06%, padrao com 0,18%, carogo de algodao com 0,36%, canola

com 0,48%, girassol com 0,31% e soja com 0,23%) (Figura 1).

Discussao

Na andlise diversidade da ordem, familia e género de archaeas metanogénicas
apresentou diferenca entre todas as dietas. Na dieta pastagem foi identificada 2,22% de archaea
metanogénicas, essa informacao tem relevancia significativa pois confirma que em areas de
pastagem onde o manejo ¢ realizado de acordo com a recomendagdo forrageira, o potencial
poluente ¢ reduzido. Na dieta silagem foi identificada 4,55% de archaeas metanogénicas, isso
provavelmente ocorreu devido a maior quantidade de bactérias laticas identificadas na dieta
silagem, que foi quatro vezes maior que o encontrado nas demais dietas.

Na andlise de diversidade de archaeas metanogénicas foi identificada a espécie
Methanobrevibacter ruminantium em todas as dietas (Figura 1), na dieta pastagem foi

identificada com 0,02% e, com 0,06% na dieta silagem, com base nesses resultados ¢ possivel
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afirmar que o sistema extensivo de criagdo a pasto apresenta baixo potencial poluente na
emissdo de gases de efeito estufa. Dados semelhantes foram observados em cabras Moxotd
(CUNHA et al., 2011), o género Methanobrevibacter compreende as metanogénicas mais
comuns encontradas no rimen de outros animais (JANSSEN & KIRS, 2008).

Nas dietas girassol, caroco de algoddo e canola foi identificada a espécie
Methanobrevibacter ruminantium nas proporcdes 0,31%, 0,36% e 0,48%, respectivamente,
provavelmente pelos graos terem sido fornecidos inteiros, pode-se afirmar que nessas dietas o
processo da biohidrogenagdo ndo foi eficiente, ndo sendo capaz de reduzir os efeitos toxicos
dos 4cidos graxos insaturados nas bactérias, sendo as gram-positivas, metanogénicas e
protozoarios as mais susceptiveis (PALMQUIST & MATTOS, 2006). Nas dietas padrdo
(0,18%) e soja (0,23%) ocorreu o inverso, pois a espécie Methanobrevibacter ruminantium foi
identificada com menores propor¢des em relacdo as demais oleaginosas, nessas dietas o extrato
etéreo foi de 35% na dieta padrdo e 68% na dieta soja, e nas demais oleaginosas foi superior
(Tabela 3).

Dentro do filo Eurychaeota constam todas as metanogénicas, seis grupos fazem parte
dessa ordem. Os grupos basicos sao Methanopyrales, Methanococcales ¢ Methanobacteriales
(classe I); Methanomicrobiales (classe 1) (BAPTESTE, BROCHIER & BOUCHER, 2005) e
Methanosarcinales (classe I1II) (ANDERSON et al.,, 2009), e recém-conhecido grupo
Methanocellales (SAKAI et al., 2008). Ha relatos de sequéncias de archaea relacionadas aos
Thermoplasmatales em bovinos (TAJIMA et al, 2001; DENMAN, TOMKINS &
MCSWEENEY, 2007; WRIGHT, AUCKLAND & LYNN, 2007; JANSSEN & KIRS, 2008).
As archaeas encontradas foram identificadas como pertencentes a classe |
(Methanobacteriales), classe II (Methanomicrobiales), classe III (Methanosarcinales) e

Thermoplasmates.
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As recentes andlises metagendmicas tém mostrado a possibilidade de utilizar
biomarcadores microbianos ruminais para estimar as emissdes de metano e permitir a sele¢ao
dos animais a partir disso (AUFFRET et el., 2018). Essa abordagem pode superar as predi¢des
atuais que sdo baseadas no genoma do hospedeiro, especialmente para caracteristicas que sao

dificeis de medir e amplamente influenciadas pelo microbioma ruminal (ROSS et al., 2013).

Conclusao

Na dieta soja foram identificadas poucas archaeas metanogénicas, diferindo das demais
oleaginosas, dessa forma, torna-se uma alternativa para a alimentacdo de bovinos em fung¢ao de
seu baixo potencial de perdas energéticas com a producdo de metano. Na dieta pastagem foram
identificadas poucas archaeas metanogénicas confirmando que em areas de pastagem onde o

manejo ¢ realizado de acordo com a recomendacao forrageira, o potencial poluente ¢ reduzido.
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