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DIVERSIDADE BACTERIANA RUMINAL EM BOVINOS NELORE

RESUMO - O rimen é um ecossistema aberto, no qual o alimento consumido pelos
ruminantes é fermentado a acidos graxos de cadeia curta e proteina microbiana, os
guais servem respectivamente como fonte de energia e de proteina para o animal.
Espécies de micro-organismos tém desenvolvido no rimen uma série de interacdes
complexas, o qual € um dos melhores exemplos de simbiose entre micro-organismos
na natureza. Os métodos convencionais para a taxonomia baseada em técnicas de
cultivo vém sendo substituidas por técnicas moleculares, que sdo rapidas e mais
precisas. O fundamento das técnicas moleculares esta na sequéncia do 16S rRNA
gue fornece a classificacdo filogenética usadas na identificacdo e quantificacdo da
comunidade bacteriana. Para avaliar a diversidade bacteriana ruminal neste estudo,
foram utilizados 3 bovinos da raca Nelore, canulados no rimen. As fragfes liquida e
sblida do conteado ruminal foram processadas para extracdo de DNA
metagenbmico, apdés a extracdo foi verificado a quantidade e integridade das
amostras. Em seguida, foi feita a PCR baseada nas regides hipervariaveis V1 e V2
do 16S rRNA, e em sequéncia procedeu-se a construcdo da biblioteca e
sequenciamento utilizando a plataforma lllumina. Os dados foram analisados pelos
softwares MG-RAST e MOTHUR para filiacbes bacterianas. Aproximadamente
11.407.000 reads foram geradas com qualidade e 812 e 752 UTOs foram
encontrados no nivel de espécie e género respectivamente. Foram identificados 27
filos no conteddo ruminal de bovinos Nelore através do sequenciamento do gene
16S rRNA pela plataforma Illumina. Os conhecimentos gerados a partir do presente
estudo sdo informacdes primarias e primordiais para o entendimento da composi¢ao
bacteriana ruminal. Assim, nos proporciona vislumbrar futuro promissor no
desenvolvimento de novos métodos e tecnologias aplicaveis na nutricao animal.
Palavras-chave: bactéria, Firmicutes, Illumina, rimen, 16S rRNA



RUMINAL BACTERIAL DIVERSITY ON NELORE BOVINES

ABSTRACT - The rumen is an open ecosystem in which the food consumed by
ruminant is fermented to yield short-chain fatty acids and microbial protein, that in
turn serve as a source of energy and protein for the animal, respectively. Species of
microorganisms into rumen have developed a series of complex interactions that
become one of the best examples of symbiosis between microorganisms in nature.
Conventional methods for microbial taxonomy based on culture techniques have
been replaced by molecular techniqgues which are quickly and more accurate. The
majority of phylogenetic molecular tools for bacteria classification are based on
ribosomal 16S rRNA gene that provides resources for identification and also
guantification of bacterial communities. In order to evaluate the ruminal bacterial
diversity present in three Nelore cannulated cattle, the rumen content was
fractionated in liquid and solid samples after its collect. Both parts were processed for
metagenomic DNA extraction which in turn was evaluated according quantity and
integrity parameters. Next stage consisted in PCR technique based on V1 and V2
hypervariable 16S rRNA regions to generate amplicons used for DNA sequencing
performed at lllumina platform. Data were processed by MG-RAST and MOTHUR
softwares to deduce bacterial affiliations. Approximately 11,407,000 reads were
generated showing quality for indication of 812 and 752 OTUs at the level of species
and genus, respectively. Twenty-seven phyla were successfully identified in Nellore
ruminal contents by 16S rRNA sequencing in the powerful lllumina platform. The
knowledge generated from this study are primary and essential for the wide
understanding of rumen bacterial composition information. Thus, it provides us
resources to be explored in a promising future focusing the development of new
methods and technologies applied to animal nutrition.

Keywords: bacteria, Firmicutes, lllumina, rumen, 16S rRNA



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

A maior eficiéncia na producdo de ruminantes € limitada pelo escasso
conhecimento aprofundado sobre a microbiota ruminal. Considerando que a relacao
simbidtica entre o hospedeiro e 0s micro-organismos é um dos fatores essenciais no
aproveitamento da dieta com maior eficiéncia de utilizacdo de energia e proteinas
pelos animais, compreender a estrutura desta comunidade microbiana e os fatores
gue a afeta sdo fundamentais para o desenvolvimento de novas tecnologias de
producao.

Os ruminantes durante sua evolucdo desenvolveram caracteristicas
anatbmicas e relacdes simbiodticas, que lhes permitiram utilizar compostos
nitrogenados ndo proteicos como fonte de proteina e carboidratos estruturais como
fonte de energia (VALADARES FILHO; PINA, 2011). A relacdo simbittica se da da
seguinte forma, o animal fornece condicdes favoraveis para o crescimento e
manutencdo dos micro-organismos que por sua parte, suprem o animal com acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), proteina microbiana, vitaminas do complexo B e
vitamina K, além de atuarem na detoxificacdo de algumas fitotoxinas (VAN SOEST,
1994; WRIGHT, et al., 2004; OLIVEIRA; ZANINE; SANTOS, 2007). Os AGCC
podem ser considerados residuos da fermentacdo para 0S micro-organismos,
entretanto, para o ruminante, representam a principal fonte de energia. A energia
proveniente dos AGCC representa em torno de 80% da energia originalmente
presente nos carboidratos fermentados e, normalmente, contribuem em 50 a 70% da
energia digestivel do alimento (KOZLOSKI, 2002), desta maneira 0s ruminantes sdo
altamente dependentes destes micro-organismos.

O animal ndo possui controle direto sobre o metabolismo dos micro-
organismos, mas tem capacidade de manter condicbes que promovam a
manuten¢do da microbiota ruminal, favorecendo a fermentagéo. Essas condi¢bes
incluem: i) manutencdo da temperatura relativamente constante (39°C), em parte
devido ao calor gerado durante a fermentacéo realizada pelos micro-organismos,
mas, principalmente, pelo metabolismo homeotérmico do animal; ii) pH em torno de

55 a 7,0, devido a absor¢do continua dos acidos produzidos pela fermentacéo



microbiana e que séo neutralizados pela producéao de grandes quantidades de saliva
gue contém bicarbonato e sais fosfato. Os micro-organismos necessitam de pH
constante para seu desenvolvimento. Os protozoarios e bactérias celuloliticas
possuem um desenvolvimento ideal em pH em torno de 6,2 ou mais alto, enquanto
as bactérias aminoliticas s@o favorecidas em condigcbes mais acidas com pH,
aproximadamente, 5,8; iii) auséncia de oxigénio, uma vez que a digestado
fermentativa ocorre em ambiente redutivo anaerdbico. O oxigénio entra no ramen
através da ingestdo de agua, dos alimentos, ou por difusdo através de vasos
sanguineos, sendo utilizado pelas bactérias anaerobias facultativas e eliminado pela
eructacdo, assim as concentracfes de oxigénio no rumen sdo sempre baixas; iv)
pressdo osmotica relativamente constante (YOKOYAMA; JOHNSON, 1988;
TEIXEIRA, 2001; FURLAN; MACARI; FILHO, 2011).

O ambiente ruminal é colonizado por milhares de espécies de micro-
organismos, de acordo com a classificacdo apresentada por Woese et al. (1990), o
rimen € um ambiente colonizado por trés dominios, sendo estes: bacteria
(bactérias), archaea (arquéias) e eucarya (fungos e protozodrios). Em termos
quantitativos, 60 a 90% da proteina microbiana ruminal € composta por bactérias, 10
a 40% por protozoarios ciliados e o restante 5 a 10% por fungos (VAN SOEST,
1994), uma vez estabelecida a flora e a fauna do rimen esta se estabiliza e altera-se
apenas quando os nutrientes da dieta sdo muito modificados (CHENG;
COSTERTON, 1980).

Além das interacdes entre a microbiota ruminal e o hospedeiro, ha também
uma importante relacdo ecoldgica entre 0s proprios micro-organismos, alguns
dependem dos outros para suprir 0 seu requerimento de nutrientes, enquanto outros
antagonizam entre si pela liberacdo de componentes antimicrobianos (WRIGHT et
al., 2004; KAMRA, 2005). Dessa forma, inumeras interagbes sdo observadas entre
0S micro-organismos presentes no ramen. As interagdes microbianas sdo positivas
ou negativas, resultando em efeitos benéficos para o hospedeiro com incremento da
digestibilidade e da utilizacdo dos alimentos ingeridos (DEHORITY, 1998), deste
modo, um equilibrio muito sensivel deve existir entre eles para uma eficiente
fermentacdo ruminal. Estudos das vias metabodlicas de algumas bactérias isoladas

do rimen demonstraram que varias espécies produzem produtos finais que nao sao



detectados no liquido ruminal, como o etanol e o &cido succinico. Estes
intermediarios sdo alvos de fermentacbes secundarias por outras espécies
bacterianas (ATLAS; BARTHA, 1998; RUSSELL; RYCHLIK, 2001). Algumas
bactérias que degradam celulose, como as Ruminococcus albus e Ruminococcus
flavefaciens, produzem uma proteina sollvel que inibe a degradacédo da celulose por
fungos (STEWART; DUNCAN; RICHARDSON, 1992), enquanto outras estirpes de
bactérias quitinoliticas inibem o crescimento de fungos (ODENYO et al., 1994).
Observa-se também nas bactérias da espécie Ruminococcus albus a sintese de um
tipo de bacteriocina que inibe o crescimento de Ruminococcus flavefaciens. Estas e
outras diversas interacdes, entre micro-organismos ainda desconhecidas pelo
pequeno conhecimento da grande populacdo, sao fundamentais para a manutencao
de um equilibrio estavel do ecossistema ruminal (KANRA, 2005).

Do total de dominios presentes no rimen, as bactérias sdo as mais
abundantes e diversas, aproximadamente 95% da microbiota total (FLINT et al.,
2008), a classificacdo destas bactérias € feita levando-se em conta o tipo de
substrato utilizado e os produtos oriundos de sua fermentacao, sendo classificadas
em bactérias fermentadoras de carboidratos estruturais, fermentadoras de
carboidratos ndo estruturais, lipoliticas, proteoliticas e as laticas (ARCURI et al.,
2006).

As principais espécies de bactérias fermentadoras de carboidratos estruturais,
gue se associam as fibras dos alimentos e degradam particularmente celulose e
hemicelulose, sdo Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens e Fibrobacter
succinogenes, estas produzem como produto da fermentag&o, propionato, butirato,
succinato, formato, CO,, H,O e, principalmente, acetato (DEHORITY, 2003).

Dentre as bactérias fermentadoras de carboidratos ndo estruturais encontram-
se, principalmente, algumas espécies do género Bacteroides, que utilizam
basicamente o0 amido como fonte de energia, a espécie Bacteroides amylophilus
membro deste género utiliza o amido, porém, € incapaz de utilizar glicose ou outros
monossacarideos (CALDWELL et al., 1969; MIURA et al., 1980). As rotas metabdlicas
de fermentacdo podem ser alteradas de acordo com o0s substratos presentes, assim
guando ha uma grande disponibilidade de amido e carboidratos solUveis, espécies

como Selenomonas ruminantium e Streptococcus bovis, produzem acetato como



produto da fermentacao, porém quando a disponibilidade destes substratos decresce,
0 produto da fermentacdo muda para a producao de formato e etanol, ou acetato e
propionato. Estas Ultimas vias metabdlicas aumentam a producédo de energia em um
ambiente anaerobico (RUSSEL, 1990).

A hidrolise de lipidios no riamen é realizada por um grupo de micro-
organismos com numero e diversidade relativamente baixo, isso se deve ao fato do
ambiente ruminal possuir um potencial de 6xido reducdo muito baixo. A espécie
Anaerovibrio lipolytica hidrolisam os triglicerideos e utiliza ribose, frutose, glicerol e
lactato como fonte de energia e carbono, esses substratos sdo fermentados a
acetato, propionato e CO,, enquanto o glicerol é fermentado a propionato e
succinato, gerando em todos os substratos a producao de H, (STEWART et al.,
1997).

A degradacéo da proteina é realizada pela maioria das espécies de bactérias
presentes no rimen. Porém, existem poucas espécies que utilizam principalmente
aminoacidos como substrato e tem uma atividade proteolitica bem mais intensa que
as demais, como as bactérias das espécies Peptostreptococci sp. e Clostridium sp.
Ja4 as bactérias laticas utilizam, entre outros, o &cido latico como substrato
energético sendo as espécies laticas predominantes Megasphera elsdenii e
Selenomonas ruminantium (KOZLOSKI, 2011).

Este diverso grupo de bactérias estdo distribuidos no conteddo ruminal em
guatro principais micro-habitat: i) dispersas no liquido ruminal, ii) fracamente ou
fortemente associadas com particulas da digesta, iii) aderidas ao epitélio do rimen e
iv) vivendo na superficie dos protozoarios (YU; FORSTER, 2005).

Diversos trabalhos veem identificando como filos de maior prevaléncia no
rimen bovino os filos: Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes (KHAFIPOUR et al.,
2009; CHEN et al.,, 2011; KAV et al.,, 2012; LI et al, 2013), sendo também
observados outros diversos filos em menores propor¢cdes. Os géneros
predominantes observados em sua maior parte sdo pertencentes aos Bacteroidetes,
Prevotella, Fibrobacter, Ruminococcus, Succinomonas, Methanobacterium,
Butyrivibrio, Selenomonas, Succinivibrio, Streptococcus, Eubacterium, Lactobacillus,
entre outras (ATLAS; BARTHA, 1998). O numero de espécies de micro-organismos

encontrados no rimen baseados em técnicas de cultivo e isolamento variam de 22



espécies (KRAUSE; RUSSELL, 1996), 48 espécies (KAMRA, 2005) e 200 espécies
(KOZLOSKI, 2002) identificadas, porém, provavelmente, apenas 10-20% da
populacdo de micro-organismos do rumen foram identificados (SYLVESTER et al.,
2004).

O conhecimento dos micro-organismos ruminais, até pouco tempo, eram
obtidos por técnicas classicas de cultivo, tais como o isolamento, caracterizacédo
nutricional e enumeracéao celular o que permitia um acesso limitado a diversidade de
micro-organismos, tais técnicas estdo sendo complementadas por técnicas
moleculares, que sdo mais acuradas e demandam menor tempo para andlise
(MCSWEENEY; MACKIE, 2012). O fundamento das técnicas moleculares para
caracterizacdo da comunidade de micro-organismos procariotos esta na sequéncia
do gene 16S rRNA que permite realizar uma estimativa de riqueza e classificacéao
filogenética utilizada na identificacdo e quantificacdo da comunidade de organismos
ainda néo cultivados (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; KANG et al., 2009).

Os métodos de biologia molecular, baseados, principalmente, na analise de
sequéncias do gene 16S rRNA (KONG et al., 2010) revelaram, nos ultimos anos, um
grande numero de micro-organismos, desconhecidos ou ainda ndo cultivados
(TASSE et al., 2010). Estimativas do numero de espécies de micro-organismos do
rimen baseados em sequéncias de 16S rRNA variam de 300 - 400 com a
metodologia Sanger (EDWARDS et al.,, 2004), 500 - 1.000 (PITTA et al.,, 2010;
BRULC et al., 2009; HESS et al.,, 2011) e 12.000 com o pirosequenciador 454
(MENEZES et al.,, 2011). KIM, MORRISON e YU (2005) reunindo dados do
Ribosomal Database Project (RDP) calcularam 5.271 unidades taxondmicas
operacionais (UTOs) em nivel de espécies para bactérias apud Fouts e
colaboradores (2012). No entanto, com as novas tecnologias de sequenciamento e 0
incremento de sequéncias de procariotos ruminais nos bancos de dados
provavelmente descubra-se que 0 numero de espécies seja ainda maior.

As dificuldades e limitagbes encontradas nas técnicas de cultivo foram
superadas com técnicas moleculares como a PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) (MULLIS, 1987) e o sequenciamento de DNA (SANGER, 1977), que
tiveram forte impacto sendo extremamente importantes em diversas areas da

ciéncia, em particular na classificagdo de micro-organismos. Com o surgimento dos



estudos filogenéticos dos procariotos, tornou-se necessério a escolha de um
cronbmetro molecular ideal para as inferéncias sobre as relagdes evolutivas entre os
micro-organismos. A analise dos genes ribossémicos € muito utilizada para essas
inferéncias filogenéticas, especialmente de procariotos, aumentando assim o
conhecimento sobre a diversidade procaridtica em diversos ecossistemas
(TOUROVA, 2003).

Os componentes ribossomais sdo tradicionalmente descritos em termos de
sua taxa de sedimentacédo em ultracentrifuga, o que tem correlacdo aproximada com
0s seus tamanhos. Assim, o ribossomo de E. coli tem um coeficiente de
sedimentacdo de 70S. Como descoberto por James Watson, o ribossomo €
dissociado em duas subunidades néo idénticas. A subunidade menor (30S) consiste
em uma molécula de 16S rRNA e 21 proteinas diferentes, enquanto a subunidade
maior (50S) contém um 5S rRNA e um 23S rRNA juntamente com 31 proteinas
diferentes (VOET et al., 2008). Em meados da década de 1970, Carl Woese e seus
colegas, na Universidade de lllinois comecaram uma série de estudos em diferentes
organismos, comparando a sequéncia de nucleotideos da molécula de RNA que
pertence a subunidade menor do ribossomo. Este RNA é chamado de 16S rRNA
nos procariotos e 18S em eucariotos (KARP, 2002). O estudo das sequéncias do
16S rRNA tornou-se padréo na determinacédo de relacdes filogenéticas, avaliagdo da
diversidade em amostras ambientais e deteccdo e quantificacdo de populagbes
especificas (HEAD et al.,, 1998). A escolha da sequéncia de nucleotideos do 16S
rDNA decorre do fato da mesma agrupar um conjunto de caracteristicas necessarias
a um bom marcador molecular, a qual inclui a sua distribuicdo universal, estrutura e
func@o conservada entre os taxons, auséncia de transferéncia lateral e tamanho
grande o suficiente (aproximadamente 1.500 nucleotideos) para estudos de filogenia
(AMANN; LUDWING, 2000). O gene 16S rRNA em bactérias é constituido por
sequéncias conservadas intercaladas com sequéncias variaveis que incluem 9
regides hipervariaveis (V1-V9) (Figura 1). O comprimento destas regibes
hipervariaveis variam de cerca de 50 bases a 100 bases (PETROSINO et al., 2009).
Regides variaveis podem ser usadas para estudar as relagdes evolutivas entre dois
organismos muito préximos. Ja as areas conservadas podem ser usadas para

revelar relacdes antigas entre duas moléculas (FAORO, 2006). O grande numero de



sequéncias do 16S rRNA, atualmente disponiveis em bancos de dados publicos,
permite, ainda, maior uso deste gene como marcador filogenético (MACRAE, 2000).

Cl VI V2 C2 V3 C3 Va4 C4 V5 C5 V6 V7 C6 V8 C7 V9 C8 C9
1pb 1542 pb

Figura 1. Regides conservadas e hipervariaveis do gene 16S rRNA. As regifes
conservadas (C1 - C9) sdo mostradas em cinza, e as regides hipervariaveis (V1 -
V9) sao representadas em cores diferentes.

As tecnologias de sequenciamento de nova geragdo comecaram a ser
comercializadas a partir de 2004 e vém evoluindo rapidamente. Todas essas
tecnologias promovem o sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar
informacao sobre milhdes de pares de bases em uma Unica corrida.

A empresa lllumina disponibilizou no mercado seu primeiro sequenciador de
segunda geracédo no ano de 2006, e, assim, como nos sequenciadores que utilizam
a técnica de Sanger, os sequenciamentos na plataforma lllumina (Figura 2) séo
feitos por meio de PCR com DNA polimerase e nucleotideos terminadores marcados
por diferentes fluor6foros (DELSENY et al., 2010).
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Figura 2: O Método de sequenciamento da plataforma Illumina se divide em 3
partes: 1) adaptadores séo ligados as extremidades dos fragmentos. Il) estes

bY

adaptadores favorecem a ligacdo dos fragmentos a superficie de amplificacdo, o
fragmento forma uma ponte e é amplificado com nucleotideos comuns, formados os
clusters, primers se pareiam ao fragmento. Ill) Nucleotideos marcados sé&o
adicionados um por vez, e o aparelho registra o sinal luminoso emitido (ANSORGE,
2010).

O método consiste em clonagem in vitro dos fragmentos amplificados em uma
plataforma de vidro, este procedimento também é conhecido como PCR de fase
sélida (CARVALHO; SILVA, 2010). Adaptadores s&o acoplados as duas
extremidades dos fragmentos, isto permite a adesdo do fragmento a plataforma. O
fragmento se liga em forma de ponte a superficie de sequenciamento, é feita a
amplificacdo gerando uma fita complementar, este procedimento é repetido 35 vezes
formando cerca de 1.000 fragmentos, este conglomerado de fragmentos € chamado

de cluster, € nele que ocorre o sequenciamento. Apos o término da amplificacéo,

nucleotideos marcados sdo adicionados ao fragmento, estas moléculas emitem um



sinal luminoso o qual é fotografado por uma camera sensivel a luz, e é desta
maneira que o equipamento consegue montar a sequéncia de bases do fragmento
(METZKER, 2010; CARVALHO; SILVA, 2010).

Uma das principais vantagens do sequenciamento de nova geracao se
encontra na rapidez de execucao experimental destas plataformas. Como dispensa
a construcao de bibliotecas plasmidiais ou de outros vetores, excluindo clonagem,
validacdo, coleta e sele¢cdo de clones, como antepasso ao seguenciamento, a
velocidade da geracdo de dados € muito grande. Outro ponto importante é a grande
guantidade de dados gerados por corrida em cada leitura (MOREIRA, 2013).

As novas plataformas de sequenciamento apresentam a grande vantagem de
permitir um sequenciamento altamente representativo em um Unico passo, 0 que é
extremamente relevante, em razdo da grande reducédo de custo alcancada com
essas metodologias. Seu emprego tem revolucionado a metagenbémica com a
geracao de dados altamente reprodutiveis e informativos e com precisao.

O estudo e compreensao das comunidades microbianas complexas presentes
no ramen sao ainda pouco conhecidas (JAMI; MIZRAHI, 2012), a falta de
conhecimento da microbiota ruminal € uma das principais lacunas que dificultam a
melhoria efetiva das funcbes do rumen (YU; YU; MORRISON, 2006). O
conhecimento sobre a diversidade da microbiota ruminal, permitirdA o aumento da
utilizacao dos alimentos, melhorando o processo de digestado fermentativa. Assim o
conhecimento minucioso sobre 0s micro-organismos ruminais representa um

potencial aumento da produtividade da pecuaria.
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CAPITULO 2 - Diversidade bacteriana ruminal em bovinos Nelore

1. INTRODUCAO

A economia mundial vem apresentando padréo de crescimento elevado nos
ultimos anos, resultado do cenario econémico favoravel, como o aumento do
consumo interno e do volume de exportacfes. Nesse contexto, a pecuaria possuli
papel de destaque e tem levado cada vez mais pesquisadores a desenvolver
tecnologias para o aumento da eficiéncia dos animais, sobretudo nutricionalmente.

A ciéncia que estuda a nutricdo dos ruminantes possui o grande desafio,
compreender a composicdo da microbiota ruminal, que sem duvidas ainda é
extremamente complexa para ser totalmente compreendida. O nimero de espécies
de bactérias conhecidas no contetdo ruminal baseados em métodos classicos de
isolamento variam de 22 espécies (KRAUSE; RUSSELL, 1996) a 200 espécies
(KOZLOSKI, 2002) identificadas, porém, provavelmente, apenas 10-20% da
populacdo de micro-organismos do rumen foram identificados (SYLVESTER et al.,
2004).

Mediante a grande diversidade microbiana representada pelos organismos
ainda nao cultivados, e as limitag6es de cultivo e manipulagdo de micro-organismos
extremofilicos em laboratoérios, torna-se essencial a ado¢do de novas estratégias
para exploragcdo mais abrangente da biodiversidade microbiana (CANHOS; MANFIO,
1998).

O conhecimento da microbiota ruminal, até pouco tempo, eram adquiridos por
métodos tradicionais de cultivo, que permitia acesso limitado a diversidade de micro-
organismos, tais técnicas veem sendo complementadas por técnicas moleculares,
gque sao mais precisas (MCSWEENEY; MACKIE, 2012). O embasamento das
técnicas moleculares para caracterizagcdo de micro-organismos procariotos esta no
gene 16S rRNA que permite estimar a riqueza e classificacdo filogenética
empregada na identificacdo da comunidade de organismos ainda nao cultivados
(MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; KANG et al., 2009).

O estudo da diversidade dos micro-organismos presentes no rumen €

fundamental para o melhor conhecimento das relacdes ecoldgicas e futuro
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desenvolvimento de tecnologias aplicadas ao melhor desempenho dos ruminantes.
Assim, o principal objetivo do presente trabalho foi caracterizar a diversidade
bacteriana ruminal de bovinos Nelore, através do sequenciamento parcial do 16S

rRNA total utilizando a plataforma Illumina.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animal e dieta

Todas as etapas do experimento estavam de acordo com 0s principios éticos
na experimentacdo animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCAV (protocolo
n° 017621/11).

Foram utilizados trés bovinos machos da raca Nelore, castrados, fistulados no
rimen, com idade aproximada de 24 meses e peso médio de 350 kg. A dieta,
fornecida uma vez ao dia, foi composta de mistura de feno moido de Tifton 85
(Cynodon spp) (70%) e concentrado (30%) constituido por farelo de soja (13,1%),
milho moido (15,7%), uréia e sulfato de amonia (1,2%). A ingestdo média diaria de
matéria seca foi aproximadamente 1,7% do peso vivo do animal e a agua oferecida
ad libitum. O periodo de adaptacéo a dieta foi de 31 dias e as amostras do conteudo
ruminal foram colhidas 1 hora antes da alimentagdo dos animais (SARO, et al.,
2014).

2.2 Amostragem e extragcdo do DNA total

Duas amostras de DNA total foram extraidas de cada animal, uma da fracao
liguida e uma da fragdo solida do contetdo ruminal colhidas na regido medial do
ramen. O contetdo ruminal colhido foi filtrado em gase estéril, o filtrado resultante foi
considerado a fracao liqguida e o material vegetal parcialmente digerido resultante da
filtragem foi considerado a fracdo solida do conteudo ruminal. Para a extracdo do
DNA, de ambas as amostras, foi realizado processamento prévio do material colhido,
segue abaixo:

Os micro-organismos aderidos a fracdo solida foram separados da seguinte
forma: em 10 g da fracdo sdlida do conteudo ruminal foi adicionado 30 mL de solugéo
de NaCl 0,85%, contendo 0,2% de Tween® 20 (Polisorbato). A amostra foi
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homogeneizada vigorosamente por 1 minuto e em seguida centrifugada por 10
minutos a 1.000 x g, a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
reservado em gelo. O sedimento foi novamente ressuspenso em 30 mL de solucéo de
NaCl 0,85% contendo 0,2% de Tween® 20 (Polisorbato) e centrifugado como descrito
anteriormente. O sobrenadante adquirido foi transferido para o tubo reservado em
gelo, enquanto o sedimento foi novamente ressuspenso com solucdo descrita
anteriormente, acrescido em pérolas de vidro, homogeneizado vigorosamente e
centrifugado nas condicfes anteriores. O sobrenadante foi recuperado e armazenado
junto aos anteriormente transferidos. O tubo, reservado em gelo, contendo os
sobrenadantes das trés centrifugagdes anteriores, foi centrifugado a 27.000 x g por 30
minutos, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante ressuspenso
em 3 mL de NacCl 0,85%.

Os micro-organismos presentes na fracao liquida foram obtidos da seguinte
forma: 500 mL de liquido ruminal foram centrifugados a 27.000 x g por 30 minutos, a
4° C, e 0 sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspenso em 40 mL de NacCl
0,85%, centrifugado nas mesmas condicbes descritas anteriormente e o0
sobrenadante novamente descartado; por fim o sedimento foi ressuspenso em 40 mL
de NaCl 0,85%.

A extracdo do DNA total foi realizada utilizando 250 mg de ambas as fracbes
separadamente, utilizando o Kit de extracdo FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP
Biomedical, LLC). A integridade e quantidade do DNA foi verificada em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etidio (5 mg/mL) e seu tamanho estimado por
comparacdo com marcador 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen), complementarmente o
DNA foi avaliado por espectrofotometria (Thermo Scientific, NanoDrop™ 1000) para

avaliacdo de sua qualidade e quantidade.

23 PCR

O fragmento do gene 16S rRNA das duas amostras (sélida e liquida) foram
amplificados separadamente por PCR com o0s seguintes oligonucleotideos
iniciadores: Y1 (5 TGG CTC AGA ACG AAC GCT GGC GGC 3')e Y2 (5 CCC ACT
GCT GCC TCC CGT AGG AGT 3’) (YOUNG et al., 1991). A reacédo de PCR foi
realizada utilizando-se 20 ng de DNA total em uma reagdo contendo: 1,25 mM de
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MgCl,; 200 uM de ANTP; 1,0 U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen); solugéo
tampao para reacdo de PCR [1x]; 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador e H,O
para um volume final de 20 ul. A PCR foi conduzida nas seguintes condic¢des: 95°C
por 2 minutos, 35 ciclos com desnaturacédo a 95°C por 45 segundos, pareamento a
65°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e extenséo final a 72°C por 5
minutos. Apos a amplificacdo do fragmento as duas amostras foram unidas

equimolarmente.

2.4  Construcao da biblioteca e sequenciamento

A construcao da biblioteca do fragmento 16S rDNA do conteddo ruminal foi
preparada de acordo com o protocolo Truseq™ DNA Sample Preparation Kit v2 de
acordo com as recomendacdes do fabricante. O sequenciamento foi realizado
utilizando a plataforma HiscanSQ (Illumina), para isso foram utilizados os kits Paired-
End Cluster Generation Kit v3 e TruSeq SBS kit v3 = 200 ciclos. Ao final do
sequenciamento, foi utilizado o software CASAVA 1.8.2 (lllumina) que separa 0s
barcodes convertendo o arquivo gerado denominado .BCL em um arquivo .FASTQ.

2.5 Anédlise dos dados

Os arquivos de saida do software CASAVA foram utilizados como arquivos de
entrada para as analises realizadas nos softwares MOTHUR e MG-RAST. No
MOTHUR foram obtidos os estimadores de rigueza Chaol (CHAO, 1987) e ACE
(CHAO; LEE, 1992), e indices de diversidade Shannon-Weaver e Simpson
(MAGURRAN, 1988) tendo como referéncia para a classificacdo filogenética das
reads o banco de dados SILVA (PRUESSE et al., 2007). Através da plataforma MG-
RAST (MEYER et al., 2008) foi calculada a andlise de rarefacdo plotando o niumero
de UTOs agrupados em 95% e 97% de similaridade em relagdo ao numero de reads,
e os niveis de classificacdo taxondémica das reads com base no banco de dados
SILVA, pelo programa Krona (ONDOV et al., 2011).
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3. RESULTADOS

O método de extracdo do DNA total do contetdo ruminal foi considerado
apropriado, pois apresentou DNA de qualidade e quantidade adequadas (Figura 1),
0 material obtido apresentou fragmentos com tamanho molecular sendo a maior
parte acima de 10 kb para a fragdo solida e acima de 7 kb para a fracdo liquida, com
razdo entre as leituras das absorbancias 260/280 nm de 1,87 e 1,88
respectivamente, Lehninger e colaboradores (2004) recomendam que a razao entre
as leituras de absorbéancias 260/280 nm estejam entre 1,8 e 2,0. As concentragdes
de DNA para a fracdo sélida e liquida foram de 192,2 ng/ul e 211,8 ng/ul

respectivamente.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA metagendmico. 1- Marcador
1 kb plus DNA ladder; 2- DNA metagenémico da fracdo solida; 3- DNA

metagendmico da fragéo liquida.

O DNA total foi utilizado em uma PCR para amplificacdo do fragmento 16S
rRNA, os amplicons obtidos possuiam aproximadamente 300 pb (Figura 2) como

esperado para regidao amplificada.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos de PCR. 1- Marcador 1
kb plus DNA ladder; 2- Controle negativo; 3- Fragmento do 16S rRNA amplificado

Apbés o sequenciamento, foram obtidos aproximadamente 11.407.000 de
sequéncias do fragmento amplificado com 100 pares de base (pb) cada foram
obtidos. O software MOTHUR foi utilizado para a andlise a fim de estimar a
guantidade de sequéncias necessarias para se atingir a estabilidade em numero de
Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs). A diversidade bacteriana ruminal foi
estimada através da curva de rarefacdo e indices de diversidade e riqueza. A analise
de rarefacao foi realizada plotando o nimero de UTOs agrupados em 95% e 97% de
similaridade em relacdo ao numero de reads para o nivel taxonémico de género e
espécie respectivamente (Figura 3). Esta observacéao foi confirmada pelos parametros

de diversidade Shannon e Simpson e riqueza ACE, Chao 1 (Tabela 1).
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Figura 3. Curva de rarefagdo indicando o numero de Unidades Taxondmicas
Operacionais com distancia evolutiva de 3% (linha vermelha) e 5% (linha azul) a
partir das sequéncias obtidas através do sequenciamento do fragmento do gene 16S
rRNA.

Tabela 1. indices de riqueza (ACE e Chaol) e diversidade (Shannon e Simpson)
para o contetdo ruminal bovino com distancia evolutiva de 3% e 5%.

Similaridade ACE Chaol Shannon Simpson
Unico 16.648.025,99 5.106.763,32 6,715 0,027
97% 16.642.538,39 5.106.630,82 6,711 0,027
95% 10.574.731,56 3.658.795,70 6,328 0,029

Foram identificados 27 filos presentes no microbioma ruminal analisado,
sendo que 29% das sequéncias foram identificadas como nao classificaveis em nivel
de filo. Dentre os filos classificados ha predominancia dos Firmicutes (23%),
Bacteroidetes (14%), Proteobacteria (10%), Spirochaetes (9%), Fibrobacteres (7%),
Tenericutes (5%) e Actinobacteria (2%), os quais representam 70% dos filos
identificados no ramen bovino. Os outros 20 filos encontrados [Synergistetes (0,9%);
Lentisphaerae (0,2%); Planctomycetes (0,2%); Chlorobi (0,1%); Fusobacteria
(0,02%); Acidobacteria (0,02%); Cyanobacteria (0,01%); Chloroflexi (0,01%);
Nitrospirae (0,009%); Verrucomicrobia (0,007%); Deferribacteres (0,004%);
Gemmatimonadetes (0,003%); Elusimicrobia (0,002%), Thermodesulfobacteria
(0,002%), Poribacteria (0,002%), Thermotogae (0,00007%); Aquificae (0,00007%);
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Chlamydiae (0,00003%); Chrysiogenetes (0,00003%), Deinococcus-Thermus
(0,00001%)] representam menor porcentagem.

A classificacdo taxonémica em nivel de classe dos 7 principais filos
bacterianos presentes no contetdo ruminal bovino podem ser observadas na Figura
4. Foram identificadas 4 classes para cada um dos filos Firmicutes e Bacteroidetes,
para o filo Proteobacteria foram encontrados 6 classes e para os filos Spirochaetes,

Fibrobacteres, Tenericutes e Actinobacteria apenas uma classe para cada.

Actinobacteria

Mollicutes

Fibrobacteria

Spirochaetia

N3o classificados (Proteobacteria)
Betaproteobacteria
Epsilonproteobacteria
Zetaproteobacteria B Firmicutes

Alphaproteobacteria M Bacteroidetes

Gammaproteobacteria M Proteobacteria

Deltaproteobacteria .
~ . . B Spirochaetes
N3o classificados (Bacteroidetes)
Cytophagia H Fibrobacteres

Sphingobacteriia W Tenericutes

Flavobacteriia Actinobacteria

Bacteroidia
N3o classificados (Firmicutes)
Erysipelotrichi

Negativicutes
Bacilli
Clostridia

0 20 40 60 80 100

Figura 4. Afiliagcbes taxondémicas em nivel de classes para as reads geradas a partir
de sequéncias do fragmento 16S rRNA do conteddo ruminal bovino através da
plataforma lllumina.

A classificagdo taxondémica em nivel de género dos 5 principais filos
bacterianos presentes no contetdo ruminal bovino podem ser observadas na Figura
5. Foram identificados para o filo Firmicutes quatro géneros principais, para 0s

Bacteroidetes e Proteobacteria 2 géneros predominantes, para o filo Spirochaetes
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um género principal e para o filo Fibrobacteres apenas um Uunico género foi

identificado.

Fibrobacter

Outros (Spirochaetes)
Treponema

Outros (Proteobacteria)
Deltaproteobacteria ndo cultivaveis
Geobacter

Outros (Baceroidetes)
Bacteroides

Prevotella

Outros (Firmicutes)
Butyrivibrio

Clostridium

Acetivibrio

Ruminococcus

10 20 30 40 50 60 70 8 90 100

o

M Fibrobacteres M Spirochaetes Proteobacteria M Bacteroidetes M Firmicutes

Figura 5. Afiliacdes taxondmicas em nivel de género para as reads geradas a partir
de sequéncias do fragmento 16S rRNA do conteudo ruminal bovino através da

plataforma lllumina

4. DISCUSSAO

A analise de rarefacdo é um importante parametro para estimar a riqueza de

espécies alcancadas na andlise e adicionalmente indica o quanto a abrangéncia

observada foi suficiente para revelar a diversidade total da comunidade amostrada.
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Conforme observado na Figura 3, 812 UTOs distintas foram identificadas no
contetdo ruminal avaliado para a analise de 97% similaridade e 752 UTOs distintas
para a analise de 95% de similaridade, considerando as condices aplicadas na
analise MOTHUR. O perfil do gréafico de rarefacdo permite aferir que as 11.407.000
sequéncias estdo muito proximas de atingir a compleicdo total da comunidade
microbiana avaliada, ficando muito proximo de atingir o platd da curva, assim como
pode ser confirmado pelos estimadores de riqueza ACE onde as sequéncias séo
agrupadas em raras e abundantes de acordo com sua frequéncia de observacéo e
Chaol por onde podemos analisar o numero de espécies faltantes. Os indices
Shannon-Weaver que consiste em um indice geral de diversidade sensitivo a
riqueza e a abundancia relativa de espécies, quanto maior o indice mais diverso o
ambiente e Simpson gque é baseado em valor que varia entre 0 e 1, de forma que
guanto mais préximo de 0, maior a diversidade observada, tais indices reforcam o
guao diverso é o ambiente ruminal (Tabela 1). Os estimadores de riqueza e indices
de diversidade demonstraram que a microbiota bacteriana ruminal é bastante rica e
diversa, sendo a descricdo da comunidade adequada, a partir do nimero de reads
obtidas. Isto demonstra efetivamente o poder da técnica metagenémica associada
ao sequenciamento lllumina em acessar grande parte da comunidade microbiana, a
qual ndo seria revelada pelas técnicas tradicionais de microbiologia e biologia
molecular.

A resolucéo taxonémica da técnica utilizada, sequenciamento do 16S rRNA,
abrange de forma conclusiva os grupos classificados até taxons pertencentes a
familias e géneros. Devido a diferentes op¢cbes de sequenciamento de regides
hipervaridveis do marcador utilizado, a classificagdo segura em nivel de espécie
requer uma exploracao adicional dos dados obtidos (VANDAMME et al., 1996). N&o
sao estabelecidas recomendacdes claras para a determinacdo de géneros ou niveis
taxondmicos superiores, especialmente quando a similaridade genética entre as
linhagens representantes de um grupo de consenso e aqueles encontrados no
banco de dados € inferior a 97%. Nestes casos a decisdo se 0 grupo em particular
pertence a um género NoOvo ou ja existente é subjetiva e indicada pela avaliacéo da

estabilidade da posicao filogenética do grupo em questéo (GILLIS et al., 2001).
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Através do sequenciamento pela plataforma lllumina foi possivel identificar no
contetdo ruminal bovino 27 filos distintos, nimero maior do que o verificado por Kim,
Morrison e Yu (2011), LI et al. (2012) e Wu et al. (2012) que encontraram 21, 19 e 8
filos respectivamente, aplicando outras técnicas de sequenciamento. Apesar das
diferencas nas quantidades de filos encontradas por diversos autores os dois filos
identificados em maior propor¢cdo em grande parte dos trabalhos se alternam entre
Firmicutes e Bacteroidetes (OZUTSUMI et al., 2005; KIM, MORRISON; YU, 2011,
WU et al., 2012), filos com grande atividade proteolitica e celulolitica. Estes dados
nao apenas sao conclusivos e corroboram nossos dados, como atestam o potencial
da metagendmica no escrutinio de novos taxons microbianos, assim como a futura
intervencao na obtencdo de novos recursos biotecnoldgicos, dentre 0os quais alguns
poderdo vir a ser empregados na nutricdo animal. Foram identificados outros 20 filos
com menor representatividade percentual, alguns destes filos ainda ndo haviam sido
descritos para o ambiente ruminal e suas fungBes no rumen podem ser tao
importantes quanto os filos com maior percentual.

Dentre os filos mais abundantes encontrados no rimen bovino se destacou os
Firmicutes com 23% do total de reads analisadas. Resultados muito semelhantes
foram encontrados por Wu e colaboradores (2012) onde para o mesmo filo foram
identificados 23,3% das reads utilizando o pirosequenciamento. Dentre os géneros
com maior expressdo neste filo encontra-se 0 Ruminococcus que foi descrito pela
primeira vez em 1948 e isolado do conteddo ruminal bovino (SIJPESTEIJN, 1949).
Este género apresenta como espécie tipo a bactéria Ruminococcus flavefaciens que
juntamente com o Ruminococcus albus € uma das principais degradadoras de
carboidratos estruturais. Tém capacidade de se aderir rapidamente a superficie dos
vegetais ingeridos pelo hospedeiro para digerir celulose (KOIKE et al., 2003).

Outro género identificado foi o Acetivibrio que foi descrito pela primeira vez
em 1980 por Patel e seus colaboradores, através da espécie Acetivibrio cellulolyticus
gue possui importante papel na degradacdo de carboidratos estruturais. O género
Clostridium presente no filo Firmicutes possui duas espécies principais, o Clostridium
proteoclasticum que desempenha principalmente atividade proteolitica (ATTWOOD
et al., 1996) e o Clostridium lundense que esta relacionado com a atividade lipolitica

(CIRNE et al., 2006). Outro importante género pertencente ao filo Firmicutes é o
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Butyrivibrio que foi descrito pela primeira vez em 1956 por Bryant e Small (1956)
tendo como espécie tipo a Butyrivibrio fibrisolvens isolada do rimen bovino. Estes
géneros estdo geralmente associados a fermentacdo de carboidratos solluveis e
desempenham um papel muito importante na degradacdo do grdo de amido
(MCALLISTER, 1990), sendo que Butyrivibrio fibrisolvens adicionalmente apresenta
significativa fungdo proteolitica no rimen (ATTWOOD; REILLY, 1995).

O segundo filo mais abundante identificado foi o Bacteroidetes com 14% das
sequéncias analisadas. Os dois géneros com maior expressao dentro deste filo sdo
os Bacteroides e Prevotella. Os Bacteroides possuem duas principais espécies
encontradas no ramen bovino sdo os B. ruminicola e os B. amylophilus. O género
Prevotella € um dos representantes mais numerosos das 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 fungcdes no rimen sao
degradacdo e utilizagcdo do amido (COTA, 1992), degradacdo de polissacarideos
como xilanas e pectinas da parede celular de plantas, porém, ndo degradam
celulose. Estas bactérias também estdo altamente relacionadas a degradacao de
proteinas e fermentacédo dos peptideos (PITTMAN; BRYANT, 1964; RUSSEL, 1983;
WALLACE et al., 1993)

O filo Proteobacteria, terceiro maior filo identificado, possui 10% do total de
reads analisadas, resultados semelhantes foram encontrados por Kim, Morrison e
Yu (2011) onde reunindo dados do Ribosomal Database Project (RDP) encontraram
também como terceiro filo mais abundante o filo Proteobacteria, com
aproximadamente 7% das sequéncias.

O filo Spirochaetes foi o quarto filo mais abundante com 9% de todas as
sequéncias, resultados que corroboram com Pandya et al. (2010) que encontrou
9,52% do filo Spirochaetes, sendo porém contrastante com aqueles encontrados por
Tajima et al. (1999) e Wu et al. (2012) que encontraram para o mesmo filo 2,4 e 1%,
respectivamente. O maior grupo observado em nivel de género dentro do filo
Spirochaetes foi 0 Treponema, no rimen as espécies mais importantes deste género
sdo as Treponema bryantii e Treponema saccharophilum que atuam principalmente
na fermentacao de carboidratos soliveis (STANTON; CANALE-PAROLA, 1980).
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Outro filo identificado com menor expressdo numeérica, mas com papel
funcional muito importante foi o Fibrobacteres o qual compreende a bactéria
Fibrobacter succinogenes que foi descrita por Flint et al. (1990) e € uma das
principais bactérias celuloliticas ruminal. Briesacher et al. (1992) identificaram que
aproximadamente 5-6% do total de 16S rRNA no conteddo ruminal bovino é
proveniente das bactérias Fibrobacter succinogenes.

Como podemos observar no presente trabalho, h4 um grande potencial para o
desenvolvimento do sistema produtivo de ruminantes fundamentados no
conhecimento aprofundado dos micro-organismos presentes no conteudo ruminal
(ARCURI, LOPES; CARNEIRO, 2011). Os métodos moleculares permitiram a
geracdo de conhecimento primario sobre a diversidade de micro-organismos
presentes no rimen (KOBAYASHI, 2006).

O poder da técnica frente a resolucdo de comunidades microbianas com
potencial biotecnolégico, associado a dieta do animal o futuro da nutricdo animal e
outros aspectos nos quais 0s micro-organismos identificados poderéo ser aplicados.

Muitos destes micro-organismos nao sdo facilmente isolados por técnicas
tradicionais de cultivo, porém frente a sua revelacdo e proporcdo, novas ideias
podem guiar estudos para entendimento de acdes sinérgicas e antagbnicas dos
membros desta comunidade, além de dar indicacbes de possiveis meios de
isolamento de recursos biolégicos na forma de isolados bacterianos, enzimas ou

genes.

5. CONCLUSAO
Foram identificados 27 filos no conteddo ruminal de bovinos Nelore através do
sequenciamento do gene 16S rRNA pela plataforma Illumina, sendo os mais

importantes Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobactéria, Spirochaetes e Fibrobacteres.
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CAPITULO 3 - Consideracdes finais

Os conhecimentos gerados a partir do presente estudo sao informacdes
primarias e primordiais para o entendimento da composi¢cdo bacteriana ruminal.
Assim, nos proporciona vislumbrar futuro promissor no desenvolvimento de novos
métodos e tecnologias a partir de pesquisas inovadoras nas areas da gendmica,
protedmica, metabolbémica, transgenia, imunologia entre outras possibilidades de
conhecimentos passiveis de serem extraido de um ambiente extremamente rico e
ainda pouco explorado como o ramen.

Aplicacbes futuras como a busca por novos genomas e genes de micro-
organismos com metabdlitos de interesse industrial como celulases, hemicelulases,
proteases, enzimas de restricdo, polissacarideos, além de outras substancias que ja
vem sendo aplicadas na industria. Ha ainda um potencial enorme de descobertas de
novos produtos, como a producdo de probidticos e o desenvolvimento de prebibticos
especificos para determinados grupos bacterianos que proporcionem maior
desempenho produtivo aos animais. Outra aplicacdo promissora do melhor
conhecimento das relagcdes ecologicas dos micro-organismos ruminais é a
possibilidade da manipulacdo do rumen através da utilizacdo de antibibticos, extratos
de alguns vegetais, bacteriocinas entre outros compostos que poderdo ser utilizados
com maior eficiéncia e acao dirigida a determinadas espécies.

Estas e outras inumeras possibilidades podem vir a ser utlizadas para
manipular o ambiente ruminal em um futuro préximo, desenvolvendo tecnologias e
métodos que auxiliem a otimizacdo do processo de digestdo fermentativa, tornando o

sistema pecuario de ruminantes mais rentavel e sustentavel.



