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PRODUGCAO in vitro DE METANO E ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DAS
Archaea METANOGENICAS DO RUMEN DE BOVINOS

RESUMO - estratégias para reduzir o aquecimento da Terra e aumentar a produgéo
animal requerem novos sistemas, onde devem ser consideradas as emissdes de
metano e de outros gases que possam provocar danos ao meio ambiente. O objetivo
deste trabalho foi a mensuracéo da producado de metano por arqueias e aplicacédo da
metagendmica para detecgcédo destas na fracdo solida do conteudo ruminal. Para a
andlise da producao de metano foi colhido o conteudo ruminal seguido do preparo da
solucdo a ser fermentada e armazenamento dos gases. A amplificacdo da regiao
16S rDNA foi obtida por PCR e a seguir foram feitas clonagem, sequenciamento e
analise das sequéncias pelos programas “Sequencing Analysis 3.4° e
Phred/Phrap/Consed, submetendo-as ao programa BLAST. Maiores producbes de
metano e relacbes C2:C3 foram observadas nos tratamentos contendo 70% de
volumoso. As analises do BLAST permitiram identificar nos tratamentos com 70% e
30% de feno, 96 sequéncias relacionadas a familia Methanobacteriaceae, 47
sequéncias a arqueias nao cultivaveis e 60 sequéncias foram de arqueias
desconhecidas (T1), 125 sequéncias relacionadas a familia Methanobacteriaceae,
42 sequéncias a arqueias nao cultivaveis e 32 sequéncias foram de arqueias nao
conhecidas (T2). Para os tratamentos feitos com 70% e 30% de silagem de milho,
foram observadas 30 sequéncias referentes a familia Methanobacteriacea, 18
sequéncias a familia Methanomicrobiacea, 43 sequéncias a arqueias nao cultivaveis
e 118 sequéncias foram de arqueias desconhecidas (T3) e 173 sequéncias
referentes a familia Methanobacteriacea, 31 sequéncias a arqueias nao cultivaveis e
25 sequéncias foram de arqueias desconhecidas (T4). As analises deste
experimento mostraram variagdo na producdo de metano quanto as diferentes
proporcbes V:C e a metagenbmica, a regidao conservada 16S rDNA e o
sequenciamento de arqueias do conteudo ruminal permitiram detectar maior

diversidade filogenética nos tratamentos contendo 70% de volumoso.

Palavras-Chave: ruminantes, arqueias, PCR, sequenciamento, analise multivariada
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In vitro METHANE PRODUCTION AND BOVINE RUMEN METHANOGENICS
Archaea GENETIC DIVERSITY ANALYSIS

SUMMARY - strategies to reduce the Earth worming and raise animal production
require new systems, where it must be considered methane and other gases emission
that might cause environmental damages. The aim of this work was to evaluate the
archaea methane production and the metagenomic evaluation of these bacteria
present on the solid phase of the bovine ruminal content. For methane production
analysis the ruminal content was collected followed by the proper manipulation for
the fermentation process to take place and produced gas storage. The ribosomal
16S rRNA region was obtained by PCR amplification which was followed by cloning
and DNA sequencing. The data was later analyzed by the software Sequencing
Analysis 3.4, Phred/Phrap/Consed and BLAST. The highest methane production and
acetate:propionate ratios were observed for the treatments containing 70% of
roughage. The BLAST analysis allowed to identify 96 DNA sequences related to the
Methanobacteriaceae family, 47 DNA sequences related to unculturable archaea and
60 DNA sequences were related to unknown archaea (T1), 125 DNA sequences
related to Methanobacteriaceae, 42 DNA sequences do unculturable archaea and 32
DNA sequences were considered related to unknown archaea (T2) for the treatments
containing 70% and 30% of hay. For those containing 70% and 30% of corn silage it
was possible to detect 30 DNA sequences related to Methanobacteriaceae, 18 DNA
sequences related to Methanomicrobiaceae, 43 sequences related to unculturable
archaea, 118 DNA sequences related to unknown archaea (T3) and 173 DNA
sequences related to Methanobacteriaceae, 31 sequences related to unculturable
archaea, and 25 to unknown archaea (T4). The analysis carried out in this experiment
have shown a variation of the methane production as different R:C ratio were used and
metagenomic with the rDNA conserved region together with archaea taken from the
ruminal content DNA sequencing have permitted a higher phylogenetical diversity on

the treatments containing 70% of roughage.

Keywords: ruminants, archaea, PCR, sequencing, multivariate analysis
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1. INTRODUGCAO

O metano é produzido em condi¢gdes anaerobias por microrganismos
metanogénicos presentes no ambiente ruminal (LASSEY et al.,, 1997), sendo
influenciado pela idade e nivel produtivo do animal. A sua produgdo é modulada
principalmente pela presenca de didéxido de carbono e de hidrogénio livres no
ambiente ruminal, onde, a partir do hidrogénio livre, ocorre a reducao do diéxido de
carbono por microrganismos metanogénicos, com consequente formacdo de
metano.

Embasado em aspectos de protecdo mercadoldgica o Brasil, por ser detentor
do maior rebanho comercial de bovinos do mundo e por utilizar forrageiras tropicais
como base da alimentagdo destes animais, tem sido indicado como um importante
produtor de metano, fato que pode ser utilizado como embargo aos produtos da
pecuaria destinados a exportagdo. Na convencao das nagdes unidas realizada em
2005, houve comprometimento por parte do governo brasileiro ao assinar o
Protocolo de Kyoto em avaliar e executar alternativas para reduzir a emissdo dos
gases de efeito estufa. Atualmente, as pressdes ambientais indicam ser a reducéo
da emissdo de metano de origem pecuaria, um dos principais fatores para nortear as
pesquisas com a producéo de ruminantes (MACHMULLER, 2006).

Herbivoros ruminantes como bovinos, ovinos, bubalinos e caprinos, por meio
da fermentacdo ruminal produzem metano. As emissoes globais desse gas geradas
a partir dos processos entéricos sao estimadas em 80 milhdes de toneladas anuais,
correspondendo a cerca de 22% das emissdes totais de metano geradas por fontes
antropogénicas (U.S.EPA, 2000). Devido a um maior efeito termogénico, a
concentracdo de metano que vem crescendo nos ultimos 30 anos cerca de 1% ao
ano, poderia ser estabilizada por uma reducdo de suas emissdes de apenas 10 a
20%, comparada com uma reducao similar de 80% a 85% de CO, e outros gases
causadores do efeito estufa (LENG, 1993). Embora o gas que mais se correlacione
com o efeito estufa seja o CO,, uma molécula de metano contribui 25 vezes mais
para este efeito do que uma de CO, (MOSS, 2000). Mesmo que todos os ruminantes
no planeta produzam apenas 10% a 15% do total das emissdes globais de metano
(VAN SOEST, 1994), os ruminantes domésticos representam uma das poucas

fontes de metano que podem ser manipuladas de alguma forma.



A fermentacdo de alimentos ingeridos pelos animais ruminantes produz
acidos graxos volateis, amdnia, gases (CO, e metano) e células microbianas. Para o
ruminante, os acidos graxos volateis constituem a maior fonte de energia (65% a
75% da energia metabolizavel ingerida). Entretanto, a producdo de dioxido de
carbono e metano representa uma grande perda de energia ingerida no alimento. A
producdo de gas metano pelas bactérias ruminais e intestinais (Methanobrevibacter
spp. € Methanomicrobium mobile) corresponde a uma perda energética de até 13%
em relacao a energia do alimento ingerido (LANA et al., 1998).

A adocao de estratégias de alimentagdo baseadas em principios tecnoldgicos
vem possibilitando 0 aumento da eficiéncia de utilizacdo do alimento por unidade de
producéo de leite, carne ou mesmo trabalho além de contribuir potencialmente para
a estabilizacdo da concentracdo de metano na atmosfera. Desta forma, garantindo
boas condigdes ruminais para o crescimento microbiano e ajustando as ragdes para
que exista o correto balango de nutrientes absorvidos, o ruminante ira demonstrar
seu potencial de producdo e, ao mesmo tempo, contribuird para a estabilizagdo do
efeito estufa pela reducdo da emissdo de metano. Para que estes efeitos sejam
atingidos, € necessario garantir o uso de solugcdes tecnoldgicas que viabilizem a
adocao de racdes balanceadas em fungao da dinamica da microbiota ruminal.

A biotecnologia pode criar alternativas para diversas situagbes devido as suas
caracteristicas de inovacao, impacto atual e potencial mediante problematicas
globais como doencgas, nutricdo e poluicdo ambiental (TEN KATE, 1999), estando
também relacionada diretamente ao crescimento do processo produtivo. O
desenvolvimento tecnolégico vem revolucionando as abordagens de exploracdo
tradicionais de recursos biol6gicos. O processo de descoberta biotecnolégica vem
apresentando muitas alteracbes em decorréncia das mudancas de modelos
desencadeadas pelos avang¢os em bioinformatica e biologia molecular.

Mediante a grande diversidade microbiana representada pelos organismos
ainda nédo-cultivados e as limitagbes de cultivo e manipulagdo de microrganismos
extremofilicos em laboratérios (hipertermofilos, psicréfilos e barofilicos, entre outros),
torna-se essencial a adogcdo de novas estratégias para uma exploragdo mais
abrangente da biodiversidade microbiana. A utilizagdo de ferramentas moleculares
que independem do cultivo, como a metagen6mica, sdo fundamentadas na extracao

direta de acidos nucléicos de amostras ambientais, associadas as técnicas de



hibridizacdo com sondas grupo-especificas e/ou PCR, clonagem e sequenciamento.
Isto vem permitindo uma avaliacdo mais precisa das comunidades microbianas no
ambiente e a descoberta de novos grupos de microrganismos ainda ndo cultivados
(CANHOS & MANFIO, 1998).

E fundamental destacar que boa parte do desenvolvimento tecnolégico e
agropecuario decorre de descobertas feitas nas areas de genética, fisiologia e
metabolismo de microrganismos (MANFIO, 1998). Os beneficios cientificos
esperados de um conhecimento mais abrangente sobre a diversidade microbiana
permitem compreender melhor os papéis exercidos pelos microrganismos no
ambiente e o0 conhecimento das suas interagdes com outros componentes da
biodiversidade (HUNTER-CEVERA, 1998).

O presente trabalho teve por objetivos a mensuragéao da produgdo de metano
pelos microrganismos metanogénicos e aplicacdo da metagen6mica para deteccao
de arqueias presentes na fragdo solida do conteudo ruminal; comparacéo dos niveis
de producdo do gas metano com a presenca de microrganismos metanogénicos
detectados nos sélidos do contetido ruminal, por meio das sequéncias génicas da
regidao conservada 16S rDNA e das regides referentes a algumas ORFs associadas a
enzima (CHO-MFR), em resposta a dietas experimentais fornecidas aos animais,
com diferentes propor¢des volumoso:concentrado; discriminagdo quanto a presenca
de microrganismos metanogénicos no conteddo ruminal a partir do fornecimento de
dietas compostas pelos volumosos feno de capim Tifton 85 e silagem de milho.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracterizacao do ambiente ruminal

Os microrganismos metanogénicos sdo 0s mais sensiveis a mudang¢as no
ambiente ruminal e sdo afetados por muitos fatores dietéticos. Sendo importantes
utilizadores de hidrogénio, o equilibrio de sua populacdo afeta o metabolismo
ruminal e o balango de carbono (VALADARES FILHO & PINA, 2002).

A manutencdo de uma populacdo microbiana ruminal ativa depende de
algumas caracteristicas ruminais que sao determinadas pelo animal hospedeiro,
como o suprimento de alimento mastigado ou ruminado, a remogao dos produtos de
fermentacdo a adicdo de tamponantes e nutrientes por meio de saliva, a remocéao de
residuos indigestiveis dos alimentos e temperatura variando entre 38°C a 42°C
(média de 39°C); anaerobiose; pH tampéao entre 5,5 a 7,0 (média de 6,8); presenca
de bactérias, protozoarios e fungos; suplemento de nutrientes e continua remocéao
de digesta e produtos de fermentagdo; matéria seca entre 10 a 15%; gravidade
especifica entre 1,022 e 1,055; tensdo superficial do liquido de 50 dinas/cm® e
pressdo osmotica constante, anaerobiose e umidade ideais ao crescimento
microbiano (LANA, 2005).

Para o desenvolvimento significativo de uma populacdo microbiana ruminal os
animais devem manter o ambiente ruminal em condigbes adequadas. A fermentacao
normal se processa numa faixa de osmolaridade que pode variar entre 260 e 340
mOsm, sendo mantida razoavelmente constante e proxima a 280 mOsm (OWENS &
GOETSCH, 1993). A fermentacdo em ruminantes é o resultado das atividades
fisicas e microbioldgicas, que convertem os componentes dietéticos a acidos graxos
volateis, proteina microbiana, vitaminas do complexo B e vitamina K, metano, entre
outros (OWENS & GOETSCH, 1993).

Os ruminantes tém a capacidade de utilizar grande variedade de alimentos
como fonte de nutrientes. O sucesso destes animais se deve a relacdo simbidtica do
hospedeiro com microrganismos ruminais que possibilitam o uso da parede celular
de vegetais e nitrogénio nao protéico como fonte de nutrientes, compostos

complexos e ndo utilizaveis para a maioria dos outros animais. A relagdo simbiética



ocorre porque o animal fornece alimento e um ambiente (rimen) para o crescimento
dos microrganismos que por sua parte, suprem o animal com acidos resultantes da
fermentagdo e proteina microbiana. O ecossistema do rumen consiste
principalmente de bactérias (10'°-10"" células/mL), protozoarios (10*10%/mL),
fungos anaerdbios (10%-10° zoospdro/mL) e bacteriéfagos (10%-10%mL) (KAMRA,
2005).

Em animais adultos, o ramen (Figuras 1 € 2) tem um volume aproximado de
100 L para bovinos e 10 L para ovinos, ocupando uma grande propor¢cao da
cavidade corporal. (HOBSON & STEWART, 1997). O rumen apresenta um
ecossistema microbiano estavel e ao mesmo tempo dinamico. O ecossistema é
estavel porque o ruminante saudavel ndo sofre a contaminacao do ecossistema,
apesar de entrada de milhdes de microrganismos no rimen diariamente por meio
dos alimentos, 4gua e ar. E dinamico pelo fato da populagdo variar
consideravelmente por alteracées na dieta do animal. O rumen é considerado um
ecossistema aberto e continuo, que proporciona um ambiente ideal para a
manutenc¢ao da populagdo microbiana estavel, pela evolugdo de milhdes de anos de
selecdo (KOZLOSKI, 2002).

Rumen
Reticulo

Omaso
Abomaso

Papilas ruminais

A % |

Figura 2 re interna.



2.2. Metanogénese

As diversas reacOes bioquimicas que ocorrem durante a fermentagao
apresentam grande complexidade estequiométrica (BRUNI & CHILIBROSTE, 2000).
Sabe-se que imediatamente apds a incubagdo do substrato no rumen, este é
parcialmente solubilizado e os componentes soluveis sdo rapidamente fermentados.
Os componentes insollveis necessitam primeiramente de hidratacdo e colonizacao
pelos microrganismos ruminais para serem posteriormente fermentados.

Para obter-se 0 maximo de rendimento energético por meio da fermentacao
anaerdbia de carboidratos, € necessario que o hidrogénio produzido seja utilizado
para que ocorra a regeneracdo de NAD* sem interferir no piruvato e nem no acetil-
CoA. No rimen existem outros consumidores de hidrogénio como, por exemplo, as
conversdes de NO3; em NH; e de SO4 em H.S e a saturacdo de acidos graxos
insaturados. Entretanto, estes outros consumidores de hidrogénio ndo apresentam
grande importancia quantitativa (FAHEY & BERGER, 1993).

A reacdo de formacdo de metano é considerada consumidora de energia,
drenando o hidrogénio procedente de todas as reagdes quimicas que ocorrem no
rumen, permitindo um melhor rendimento total de adenosinatrifosfato (ATP). Esse
maior rendimento proporciona a formagcdo de mais células microbianas,
aumentando, desta forma, a proteina disponivel para o ruminante. Isso indica que a
producdo de metano traz beneficio a estes animais, j& que promove uma
fermentacdo mais eficaz e mantém baixa a concentracdo de hidrogénio no rumen
(CHURCH, 1977).

As perdas energéticas decorrentes da metanogénese ruminal causam
prejuizos econdmicos, ja que de 3% a 13% da energia bruta ingerida pode ser
perdida como metano. A sociedade atual exige sistemas de elevada produtividade
de alimentos associados a niveis de poluicdo cada vez menores. Neste aspecto os
rebanhos menos produtivos sao importantes no processo de producdo anual dos
gases CO, e CH4. Nas ultimas décadas, pesquisas na area de microbiologia ruminal
vém sendo desenvolvidas com o intuito de se desviar a energia perdida como CH4
para produtos especializados como o leite e a carne, determinando melhor utilizacao
dos nutrientes (NAGAJARA, 2003). Este aspecto, associado a redugcdo da

metanogénese, esta relacionado a melhoria da qualidade de vida no planeta



(TAMMINGA, 1992).

A reducao da metanogénese pode ser conseguida das seguintes formas:
inibindo reacdes que liberam hidrogénio no ambiente ruminal, promovendo reacoes
alternativas que recebem o hidrogénio durante a reoxidagdo de equivalentes
redutores e determinando reacdes alternativas consumidoras de hidrogénio
(HEGARTY, 1999).

Intervengdes na ragdo dos animais parecem ser viaveis, tanto tecnicamente
quanto na pratica, objetivando reduzir a producao de metano por unidade de produto
animal pela otimizacao do processo de fermentacdo ruminal (NAGAJARA, 2003).
Neste aspecto, sistemas de producdo onde os ruminantes recebem ragdes com
forragens de baixa qualidade nutricional, sdo o0s que possuem maiores
possibilidades de sucesso visando reduzir a sua emissdo, considerando que alta
porcentagem de suplementagdo concentrada pode comprometer a especifica
habilidade desses animais de converter alimentos fibrosos em alimentos de
qualidade para a populacdao humana (GASTALDI, 2003).

Para ocorrer uma digestdo normal no rimen com producdo de acetato,
propionato e butirato como nutrientes para o crescimento animal, a pressao de Hz no
rumen precisa ser baixa (ULYATT & LASSEY, 2000). No rumen isto ocorre quando
microrganismos metanogénicos altamente eficazes na captura do H: livre utilizam o
mesmo para produzir metano (JOBLIN, 1999). A forma como o H, é utilizado no
rumen é o elemento chave para o controle da emissdo de metano por ruminantes
devido a producdo de metano no rumen ser diretamente proporcional a
concentracéo de Hy no mesmo (CZERKAWSKI et al., 1972).

Os microrganismos do rumen metabolizam os carboidratos para converté-los
principalmente em glicose ou glicose - 1 fosfato que sdo oxidados a piruvato e
posteriormente até acetato. De acordo com NUSSIO et al. (2006), a quantidade de
metano gerada necessaria para consumir Hz esta relacionada com os produtos finais
obtidos mediante a fermentacao dos carboidratos.

Os animais ruminantes produzem metano basicamente pela fermentacao do
alimento no reticulo-rumen. O fator primario que afeta a emissdo de metano do trato
gastrintestinal € o alimento, pelo fato de fornecer o substrato de forma direta ou
indireta as metanogénicas. Sabe-se que atributos fisiolégicos do animal interagem

com o alimento e arqueias metanogénicas em uma via complexa resultando em



variagdes na emissao de metano. Os microrganismos metanogénicos, desta forma,
também interagem de maneira complexa com outras bactérias e protozoarios
ruminais em uma competicao pelo uso do hidrogénio para produzir metano e outros
produtos finais na fermentacao ruminal. O tipo de fermentacao resultante pode variar
de alta emissdo de metano, caracterizado por uma alta proporcéo
acetato:propionato, a uma baixa emissao de metano caracterizado por uma baixa
propor¢ao acetato:propionato (JOHNSON & JOHNSON, 1995).

A emissao de metano em relacdo a produtividade do ruminante depende de
fatores como a eficiéncia fermentativa no rimen e eficiéncia de conversao de
alimento em produtos animais, que ndo sé depende da eficiéncia fermentativa como
também do balanco de nutrientes absorvidos apdés a fermentacdo. Bovinos
submetidos a ragdes de baixa qualidade “desperdicam” energia digestivel na forma
de metano, ao passo que o fornecimento de ragdes balanceadas reduz a emisséo
de metano para 7% (LENG, 1993).

No ambiente ruminal o metano é produzido anaerobicamente por arqueias
metanogénicas sendo influenciado pela idade e nivel de produgao animal (LASSEY
et al., 1997). A sua producao € modulada principalmente pela presenca de CO. e de
H. livres no ambiente ruminal, onde, a partir do Hy livre, ocorre a reducao do CO. por
microrganismos metanogénicos e consequentemente formacdo de metano. Em
condicOes laboratoriais, a producdo de metano fundamenta-se na simulagdo das
fermentagcdes ruminais em frascos de vidro inoculados com microrganismos
ruminais, sendo que o gas pode ser medido em intervalos pré-determinados
(MAURICIO et al., 1998).

Os microrganismos metanogénicos hidrogenotroficos obtém energia e
carbono de H, e CO; pela via metanogénica. O processo da metanogénese consiste
em uma série de reacdes de reducdo onde um Cy derivado de CO, € ligado ao
carreador de Cy. A Figura 3 demonstra o esquema da metanogénese contendo
todas as etapas metabdlicas até chegar a producdo de metano. A formacdo da
enzima formil metano furano desidrogenase (CHO-FMR) esta entre as reacées mais
importantes para a metanogénese, em termos de bioenergia. A sintese do formil
metano furano é o primeiro passo da metanogénese. Neste passo, o CO; € ligado ao
metano furano e reduzido ao estado formil com elétrons derivados de hidrogénio.

Esta reacao é endergdnica sob condi¢des termodinamicas padrao (THAUER, 1998).



O sequenciamento completo do genoma da Methanococcus maripaludis
mostrou que neste microrganismo, a enzima CHO-MFR catalisa o primeiro passo na
reducao de CO, a CH4, podendo ser encontrada tanto na forma tungsténio (Fwd) e
codificada pelas ORFs (Open Reading Frame — sequéncias abertas para leitura)
Mmp 1244, Mmp 1249 e Mmp 1691, como na forma de molibdénio (Fmd) sendo
codificada pelas ORFs Mmp 0200, Mmp 0508 e Mmp 0512 (HENDRICKSON et al.,
2004).

2.3. Microrganismos metanogénicos

As arqueias metanogénicas ocupam um nicho metabdlico exclusivo, séo
estritamente anaerébicas e produzem metano, uma fonte de energia Util e um gas de
cozinha potente. Estes organismos sdo encontrados em diversos habitats
anaerodbicos, desde sedimentos marinhos e aquaticos a digestores, rimen e
intestino grosso de herbivoros e outros mamiferos. As maiores fontes de emissao de
CH4, considerando as atividades agricolas sao representadas pela fermentacao
entérica em ruminantes, produgcédo de arroz em terrenos alagados e fermentacéo de
dejetos da pecuaria (OLESEN et al., 2006). A producdo de arroz em terrenos
alagados contribui com 11% do total de CH, liberado para a atmosfera, a
fermentacao entérica em animais com 16% e a fermentacdo de dejetos com 17%
(HARPER et al., 1999). Nestes habitats, a degradacdo de matéria organica resulta
na producdo de H, e outros intermediarios por organismos que fazem a
fermentacdao. Segundo ZINDER (1993), a manutencao de uma pressao parcial de Hy
extremamente baixa permite que as metanogénicas mantenham vias de

fermentacdo bastante favoraveis energeticamente.
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As arqueias metanogénicas representam um grupo de microrganismos
polifilético, compreendendo trés ordens, com oito familias e 21 géneros. Apresentam
morfologia comum as células procariéticas, com forma de bacilos de diferentes
tamanhos, cocos, sarcinas e filamentos. Algumas representantes apresentam
propriedade de coloracdo Gram-positiva e outros Gram-negativa, sendo a taxonomia
baseada essencialmente em métodos moleculares, por comparacao de sequéncias
do 16S rRNA. As Analises morfo-fisioldégicas facilitam a classificagdo primaria
relacionada a género (SOWERS, 1995).

A ordem Methanobacteriales compreende a familia Methanobacteriaceae,
com os géneros Methanobacterium, Methanobrevibacter e Methanosphaera (Figura
4), contendo 18 espécies; e a familia Methanothermaceae, com o género
Methanothermuse, duas espécies. A ordem Methanococcales congrega as familias
Methanococcaceae, género Methanococcus, com 7 espécies;
Methanomicrobiaceae, com o0s géneros Methanoculleus, Methanogenium,
Methanolacinia, Methanomicrobium e Methanospirillum, com 13 espécies;
Methanocorpusculaceae, género  Methanocorpusculum, com 5 espécies;
Methanoplanaceae, género Methanoplanus, com duas espécies;
Methanosarcinaceae, com o0s géneros Methanococcoides, Methanohalobium,
Methanohalophilus, Methanolobus, Methanopyrus, Methanosaeta, Methanosarcina;
e Methanothrix, com 19 espécies (SOWERS, 1995).

Figura 4. Methanosphaera stadtmanae, foto de
VAZOLLER (1999).
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Segundo KAMRA (2005) oito diferentes espécies representam o0s cinco
géneros de metanogénicas que tém sido encontradas no rimen: Methanobrevibacter
ruminantium, Methanobacterium bryanti, Methanobacterium vibacter smithii,
Methanosarcina barkeri, Methanoculleus olentangyi, Methanobacterium formicicum,
Methanosarcina barkeri e Methanomicrobium mobile. As espécies metanogénicas
mais comumente isoladas do rumen sao linhagens de Methanobrevibacter,
Methanomicrobium, Methanobacterium e Methanosarcina (JARVIS et al., 2000).

De acordo com MCALLISTER et al. (1996), as arqueias metanogénicas,
responsaveis pela producado de CH,4, formam um grupo distinto de microrganismos,
possuindo co-fatores (coenzima M, F 420, F 430) e lipideos (éteres de isopranil
glicerol) unicos. A parede celular destes microrganismos é composta principalmente
por pseudomureina, proteina, glicoproteina ou heteropolissacarideos (ISHINO et al.,
1998). As arqueias se diferenciam das bactérias quanto a parede celular que pode
ser composta por pseudopeptidoglicano ou apenas por proteina, sendo a parede das
bactérias composta por peptidoglicano; membrana celular, que nas arqueias é
formada por lipideos de cadeias hidrocarbonadas ramificadas que se ligam ao
glicerol por ligacbes do tipo éter e nas bactérias os lipideos das cadeias
hidrocarbonadas ramificadas se ligam ao glicerol por ligagdes do tipo éster; quanto
ao genoma, que nas arqueias é determinado pela presenca de plasmideos (DNA
anico, circular) e nas bactérias é constituido por DNA fragmentado em cromossomos
multiplos (RAISMAN & GONZALEZ, 2006).

No rumen, as arqueias sdo encontradas intimamente associadas com
protozodrios ciliados e em justaposi¢cdo com bactérias, ndo sendo essa, no entanto,
uma localizacao obrigatoria (FINLAY et al., 1994). As metanogénicas podem ser
encontradas tanto aderidas na superficie celular dos protozoarios, como na fase
intracelular dos mesmos (USHIDA & JOUANY, 1996). Considerando que o0s
protozoarios ciliados tém um grande potencial de producao de hidrogénio no rumen,
a associacao somatica das metanogénicas com estes ciliados indica uma relacao
simbidtica, em que as metanogénicas, por utilizarem o hidrogénio produzido pelos
ciliados, favorecem a manutengdo de um ambiente ruminal adequado ao
desenvolvimento destes microrganismos (VAN SOEST, 1994).

As arqueias metanogénicas sao sensiveis as mudancas nas condicoes da

racao do animal. Por exemplo, aumento na taxa de passagem da digesta, aumento
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na taxa de fermentacao, decréscimo da ruminagéao ou pH sao fatores que conduzem
a reducdo da quantidade de H, disponivel para a formacdo de metano. Dessa
maneira ha menor producdo de metano e em consequéncia disso aumenta o nivel
de energia metabolizavel disponivel para o animal (NUSSIO et al., 2006).

Estratégias para reduzir o aquecimento da Terra e aumentar a producao
animal requerem novos sistemas, onde devem ser consideradas as emissdes de
metano e de outros gases que possam provocar danos ao meio ambiente. A
garantia de condicdes ruminais favoraveis ao crescimento microbiano e o ajuste nas
racOes para que exista o correto balango de nutrientes absorvidos permitem que o
ruminante demonstre seu potencial de producao e, a0 mesmo tempo, contribua para
a estabilizacdo do efeito estufa pela reducdo da emissdao de metano. Para que estes
objetivos sejam atingidos, é necessario garantir o uso de solucdes tecnoldgicas que
viabilizem a adocdo de ragdes balanceadas em fungdo da dindmica da microbiota
ruminal (GASTALDI, 2003).

2.4. Mensuracao de metano

A técnica de produgao de gases in vitro foi descrita ha mais de meio século e
com o tempo foram desenvolvidas e aperfeicoadas varias metodologias de producao
usadas atualmente por varios grupos de pesquisas (RIVERA, 2006). O principio
desta técnica se baseia na simulagdo dos processos metabdlicos que acontecem
normalmente no rudmen onde a degradacdo do alimento depende dos
microrganismos e do ambiente ruminal adequado para se manterem ativos e
fermentarem o alimento. Sob essas condicdes ha formacao de AGCC, além de CO,,
CH4 e producao de massa microbiana (BLUMMEL et al., 2005).

O precursor do cromatégrafo gasoso foi feito para analisar os acidos graxos
de cadeia curta do rimen nas décadas de 1950 e 1960. Desde entdo esta técnica
tem sido muito desenvolvida, assim como os instrumentos utilizados para a sua
realizacdo. Estes instrumentos sdo capazes de analisar quase todos 0os compostos
que podem ser vaporizados e que sdo encontrados em estado gasoso. A amostra a

ser analisada é colocada no aparelho, sendo movida através de uma coluna

cromatografica quente por meio da injecao de um outro gas. Este processo requer
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pequenas quantidades de amostra e permite a separag¢ao quantitativa de compostos
quimicos com bastante rapidez (CHURCH & POND, 1977).

De acordo com GASTALDI (2003), muitos métodos estdo disponiveis para
medir a produgado de gas em ruminantes e podem variar de incubag¢des do contetdo
ruminal durante curto periodo (métodos indiretos) a elaborados sistemas em
camaras calorimétricas (métodos diretos). Em todos 0s casos existem vantagens e
desvantagens. A escolha dependera, principalmente, se as medidas seréo
realizadas em grupos de animais ou individualmente, ou se 0s mesmos poderao ser
confinados em camaras de respiragdo ou se movimentarem livriemente durante as
mensuragoes.

A maioria dos equipamentos utilizados para medir a produgcédo de gases em
animais sao constituidos por camaras respiratérias onde permanecem em seu
interior por determinado periodo. Estas camaras dispdem de meios para introduzir
alimentos e agua, assim como colher os dejetos. Existe o tipo fechado, onde o ar e
0s gases produzidos recirculam por meio da camara, permanecendo no interior do
animal por poucas horas. Existe também o sistema aberto, onde o ar exterior circula
continuadamente pelo interior da camara, obrigando realizacbes de medidas
criteriosas e sucessivas da quantidade de ar que entra e sai na mesma, assim como
avaliacGes qualitativas. Este método é mais usado em grandes animais, podendo
ser obtidas amostras a tempos determinados e analisados automaticamente, sendo
as informacdes obtidas armazenadas e processadas em computador (CHURCH &
POND, 1977).

Muitos métodos de mensuracdao da producado de gases in vitro implicam na
incubacdo do alimento com o liquido ruminal e diversas solugdes tampéao
(SMACCHIA et al., 2000). Os elementos utilizados na confec¢cao destas solucdes
podem modificar a composicdo da microfauna do liquido ruminal utilizado,
considerando que algumas espécies sao muito sensiveis (BROUDISCOU et al.,
1999).

A mensuracao da producdo acumulada de gases de maneira alternativa ao
desaparecimento do substrato, como indicador do metabolismo do carbono,
centrando atencao nos produtos finais da fermentacéo (CO, metano e acidos graxos
volateis) foi proposta por Bruni & Chilibroste (2000). Este sistema possui a vantagem
de permitir a medicao do resultado direto do metabolismo microbiano, ao invés de
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registrar o desaparecimento do substrato, além de possibilitar 0 monitoramento a
intervalos de tempos pré-determinados sem interferir no processo fermentativo,
promovendo um estudo mais preciso da cinética de fermentacao ruminal.

A producao de CO, durante a fermentacdo de um substrato resulta em duas
fontes: uma diretamente dos passos metabdlicos como a descarboxilagdo oxidativa
do piruvato e outra das reag¢des dos produtos finais da fermentacdo (acidos graxos
volateis) com o bicarbonato da solucdo tampao e producdo indireta de gas
(BEUVINK & SPOELTRA, 1992). O CO, gerado no processo fermentativo pode ser
capturado pelo NH4, formando NH4HCOs, levando a uma subestimacdo da
quantidade produzida (MENKE & STEINGASS,1988).

Diferentes teores de proteina na matéria organica fermentada podem resultar
na perda de uniformidade entre a producdo de gases e o0 desaparecimento do
substrato (BRUNI & CHILIBROSTE, 2000). Além disso, imediatamente apés a
incubacgéo, o substrato € parcialmente solubilizado e os componentes soluveis séo
rapidamente fermentados. Os componentes insolUveis precisam ser fermentados e
colonizados pelos microrganismos ruminais, onde diferentes substratos e seus
componentes apresentam resisténcias variadas a estes processos, resultando em
perfis de producdo de gases distintos. A complexidade da estequiometria das
diferentes ragdes bioquimicas que ocorrem durante a fermentacdo requer maiores
estudos.

A técnica de produgado de gas pode ser considerada como um indicador da
atividade microbiana j4 que esta associada a energia contida nos alimentos
disponiveis no rumen e assim, conhecendo a producao de gas, é possivel estimar a
atividade microbiana (BRUNI & CHILIBROSTE, 2000).

A técnica de mensuracao da producao de gases também pode ser usada para
determinar o valor nutritivo da plantas forrageiras em processos de melhoramento
genético e para auxiliar na compreensdao das interacdes gendtipo-ambiente das
principais espécies utilizadas nos sistemas de producao (BRUNI & CHILIBROSTE,
2000). O sistema de producdo de gases permite também averiguar diferentes
qualidades dos alimentos que ndo puderam ser detectadas por determinacdes
tradicionais (GASTALDI, 2003).
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2.5. Forragens e fibras na alimentacao

O grande desafio na alimentagdo de ruminantes de alta producédo é aumentar
sua capacidade de ingestdo de alimento para suprir suas necessidades nutricionais
sem prejudicar os processos fisiolégicos no rimen, ou seja, mantendo a atividade de
ruminagdao com consumo adequado de volumoso (VELHO et al., 2007).

As forragens sdo as importantes fontes de nutrientes na nutrigdo de
ruminantes. Além da proteina e energia, as forragens provém a fibra necessaria nas
racbes para promover a mastigacdo, ruminacdo e condicdes adequadas ao
funcionamento do rumen. Na formulacédo de dietas para bovinos, a qualidade e a
quantidade de forragens é o primeiro fator a ser analisado no atendimento das
exigéncias nutricionais e de fibra. Os componentes concentrados sdo usados para
complementar as contribui¢des nutricionais das forragens (BIANCHINI et al., 2007).

A fibra é fonte de carboidratos usados como fonte de energia pelos
microrganismos do rimen. Constitui o componente estrutural das plantas, que é a
parede celular, e a fracdo menos digerivel do alimento, ou seja, aquela que nao é
digerida por enzimas de mamiferos, além de ser componente essencial para
estimular a mastigacdo e ruminacdo (WEISS, 1999). A definicdo de fibra esta
vinculada ao método analitico empregado em sua determinacdo (MERTENS, 2001),
sendo assim, é considerado um termo meramente nutricional. De acordo com
MERTENS (1992), quimicamente a fibra € um agregado de compostos no qual a sua
composigao € dependente de sua fonte e da forma como é medida. A fracdo de fibra
em detergente acido (FDA) dos alimentos inclui celulose e lignina como
componentes primarios além de quantidades varidveis de cinza e compostos
nitrogenados. A fragdo de fibra em detergente neutro inclui celulose, hemicelulose e
lignina como 0s componentes principais.

Os carboidratos sdo os principais constituintes das plantas forrageiras,
correspondendo cerca de 50 a 80% da matéria seca das forrageiras e cereais. Os
carboidratos ndo estruturais incluem os carboidratos encontrados no conteudo
celular, como glicose e frutose, e os carboidratos de reserva das plantas, como o
amido, a sacarose e as frutosanas (VITTORI et al., 2000). Os carboidratos
estruturais incluem aqueles encontrados normalmente constituindo a parede celular,

representados principalmente pela pectina, hemicelulose e celulose, que sdo os
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elementos mais importantes na determinagcdo da qualidade nutritiva das forragens
(VAN SOEST et al., 1991). A natureza e concentragdo dos carboidratos estruturais
da parede celular sdo os principais determinantes da qualidade dos alimentos
volumosos, especialmente de forragens (VAN SOEST, 1994).

As forragens tém papel fundamental na nutrigdo de bovinos pois representam
uma enorme gama de alimentos que permitem a obtencao de produtos de origem
animal com os custos mais baixos , fornecimento de fibra necessaria para
manutencdo da fungédo ruminal, consumo de matéria seca e producao de leite ou
carne, constituindo ainda a principal fonte de energia a custos mais baixos
(MERTENS, 1992).

O capim-Tifton 85 (Cynodon spp) € uma forragem com grande massa foliar,
rizomas Qrossos, que sao caules subterrdneos que mantém as reservas de
carboidratos e nutrientes e que proporcionam resisténcia a seca, geada, queimadas
e pastejos baixos. E um capim recomendado para fenacéo e pastejo em decorréncia
da sua boa relacdo folha/colmo (RODRIGUES et al., 1998). Esta graminea é
proveniente dos Estados Unidos e foi introduzida ao Brasil no ano de 1993, vem
resistindo e se mantendo verde durante as geadas e secas prolongadas.

A planta de milho inteira, verde ou na forma de silagem, permite maior
consumo em razdo do seu teor relativamente baixo de FDN (menos de 50%), pois
quanto menor o teor de FDN maior a taxa de fermentagdo da FDN, ou seja, ocorre
esvaziamento mais rapido do rimen. A silagem de milho fornece 50 a 100% a mais
de energia digestivel por hectare que qualquer outra forrageira. Entretanto, o valor
nutritivo da silagem de milho pode variar conforme o hibrido, a densidade de cultivo,
as condicdes de crescimento, a maturidade e a umidade no momento da colheita, o
tamanho de particula e as condicbes de ensilagem (SATTER & REIS, 1997) e
desensilagem (VELHO et al., 2006).

A avaliagdo das forragens para ruminantes depende do seu valor nutritivo,
sua composicdo e outros fatores que simultaneamente contribuem para o
desempenho animal, como a estrutura e composi¢édo da planta, consumo voluntario,
cinética de degradacéo e digestibilidade do alimento sdo alguns fatores limitantes
para a nutricdo e producao animal (HOOVER, 1986).

Na forragem, a quantidade de fibra e as fracées que a compde estdo entre os

fatores que afetam a ingestdo e o desempenho dos ruminantes, uma vez que a
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funcdo biolégica da fibra é varidvel e geralmente representada pela baixa
digestibilidade, de tal forma que o volume fisico ocupado no rumen afeta a ingestao
voluntaria e o desempenho animal (VAN SOEST, 1994). A fracdo da fibra pode
conter em sua composicao proteina bruta (PB) apresentando-se em concentracao
altamente variavel entre 3 a 15% em forrageiras € 1 a 20% em concentrados
(CARRE & BRILLOUET, 1986).

A degradabilidade das fracdes fibrosas dos alimentos aumenta, quanto maior
for a participacdo de alimentos volumosos na dieta dos animais (SOUZA et al.,
2000). Contudo, de todos nutrientes necesséarios as exigéncias nutricionais para
mantenca, crescimento e, ou producao de bovinos, a energia oriunda da degradacgao
ruminal de celulose e hemicelulose constitui a principal contribuicdo dos volumosos
(iTAVO et al., 2002).

Segundo CARVALHO et al. (2006), em virtude da variagdo na composicao
quimica e a diversificagdo de métodos de analises das fracées dos alimentos para a
determinacao de alguns parametros ruminais, torna-se necessaria uma avaliacao
mais precisa do valor nutritivo dos alimentos volumosos e concentrados. O
conhecimento das taxas de degradacdo e passagem desses alimentos fornecem
dados para o balanceamento de ra¢des mais eficientes.

A técnica in situ ou do saco de nailon suspenso no rumen para estimar a
degradabilidade de determinado alimento, por intermédio do desaparecimento do
mesmo apds diferentes tempos de incubacdo no rdamen, apresenta-se como
alternativa viavel, por ser simples e econémica (VELOSO et al., 2000; MOLINA et al.,
2002), associada, portanto, a maior rapidez e repetibilidade dos resultados (NOCEK,
1988). Ela permite o contato intimo do alimento avaliado com o ambiente ruminal,
sendo a melhor forma de simulacao deste meio, embora o alimento nédo esteja

sujeito a todos os eventos digestivos, como mastigagéo, ruminagao e passagem.
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2.6. Acidos graxos de cadeia curta

Os 4&cidos graxos volateis de cadeia curta (AGCC) sao estruturas
hidrossoluveis impares e ramificadas, constituidas de um a cinco carbonos e se
encontram altamente concentradas no rumen (GONZALEZ, 2003). Os AGCC sao
produtos do metabolismo microbiano, sendo muito importantes para o hospedeiro,
pois, sendo energéticos, suprem de 60% a 80% do requerimento energético dos
ruminantes. Assim, é fundamental que o animal ruminante tenha boa capacidade de
absorcao desses (FURLAN et al., 2006).

De acordo com KOZLOSKI (2002), a estequiometria da conversdo de um mol
de glicose para AGCC e a proporcdo em que cada acido é produzido depende da
espécie bacteriana, que pode ser especializada em produzir um ou outro de acido e
principalmente da concentracao de nicotinamida adenosina difosfato (NADH) e Hz na
célula.

Os alimentos compostos por lipidios, apés chegarem ao rumen séao
hidrolisados pela agdo de microrganismos, que os transformam em &cidos graxos,
glicerol ou outros compostos. Portanto, as bactérias do rumen tém entre outras
funcdes a responsabilidade de hidrogenar os acidos graxos insaturados. O processo
de hidrélise produz glicerol, substancia aproveitada pelas bactérias para a producéo
de AGCC, que por sua vez nao sao aproveitados pelas mesmas para a producao de
energia, devido ao fato de tratar-se de compostos de composicdo muito reduzida,
incorporados a seu citoplasma na forma de acidos graxos livres (CHURCH, 1998).

Todos os carboidratos, digeridos no ramen, transformam-se em AGCC sendo
que os principais sdo o acético (C2), o propiénico (C3) e o butirico (C4) e suas
concentracdes e porcdes relativas dependem da dieta (LUCCI, 1997). Com dietas a
base de forragem, o pH se mantém bastante estavel devido a lenta digestao da fibra.
As variacdes destas proporcdes com dietas a base de forragens sao bruscas e nao
podem ser previstas. As mudancas que a taxa de fermentagdo sofre com dietas
ricas em concentrados sdo mais faceis de predizer, pois a microflora é menos
variada que nas dietas a base de forragem (CHURCH, 1993). Quando se diminui a
proporcdo volumoso:concentrado (V:C), também diminui a proporcdo de
acetato:propionato (C2:C3) (ANNISON & ARMSTRONG,1970). A proporcao C2:C3 é

utilizada para comparar dietas e predizer um valor nutritivo relativo. Em geral,
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quando na dieta se aumenta os niveis de celulose e hemicelulose em relagdo aos
niveis de carboidratos soluveis e amidos, também se aumenta a proporcao C2:C3. A
producdo de AGCC a partir de um determinado substrato (amido, celulose) varia
com a composicao da dieta (MURPHY et al., 1982).

Menor producdo de metano, aumento na producdo de propionato e
diminuicdo na relagdo C2:C3 foram observados em ruminantes alimentados com
racdes ricas em amido (JRSKOV et al.,, 1968). Esta mudanca no padrdo de
fermentacao pode ser atribuida a um aumento na taxa de fermentacao, favorecendo
a producéo de propionato ao invés de metano (DEMEYER & VAN NEVEL, 1975).

2.7. Avaliacao das comunidades microbianas do ambiente

Estudos na 4rea de ecologia molecular microbiana vém se desenvolvendo
desde a década de 80, utilizando diferentes técnicas para analise das comunidades
microbianas a partir de amostras ambientais. Uma estratégia utilizada para ampliar
0s conhecimentos dos componentes dessas comunidades em um ambiente é a
partir de analise filogenéticas por sequenciamento de genes, que codificam a
formacao das subunidades do rRNA, principalmente da 16S rDNA. Além de genes
ribossomais, estudos da comunidade microbiana pelo uso de genes funcionais
também tém sido aplicados. Dentro destas comunidades, populagbes que
desempenham um papel importante na dindmica dos nutrientes também podem ser
analisadas (PIRES & TEIXEIRA, 2004).

O estudo do DNA gendmico obtido de um habitat recebeu o nome de
metagenoma (BORNEMAN et al., 1996). Metodologias moleculares baseadas em
metagenémica utilizam o DNA gendmico total extraido diretamente no meio
ambiente, e por amplificagdes via PCR, clonagem e sequenciamento do gene rDNA
ribossomal torna-se possivel a identificacdo de microrganismos ainda
desconhecidos (BORNEMAN et al.,, 1996, KENT & TRIPLETT, 2002). As
abordagens metagendmicas tém sua origem nos genomas de eucariotos (RONDON
et al., 1999b), e envolve o uso de um vetor plasmidial estavel, por exemplo, o pGEM-
T (Promega) para clonagem de segmentos de DNA de amostras ambientais em
Escherichia coli DH10B como hospedeiro (DUNBAR et al., 1999).
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Métodos independentes de cultivo tendem a substituir métodos baseados em
isolamento e cultivo para a realizacdo de levantamentos e comparacdo da
composicao, diversidade e estrutura de comunidades microbianas (HUGENHOLTZ
et al.,, 1998a). Resultados de estudos moleculares de solos, ambientes marinhos e
comunidades de ambientes extremos tém demonstrado que populacbes de
microrganismos isolados em cultivo a partir de amostras destes habitats néo
representam necessariamente 0s organismos dominantes nos ambientes naturais
(HUGENHOLTZ et al., 1998a). Uma das razdes para esta discrepancia é o fato de
que os metodos de cultivo tradicionalmente utilizados em laboratério néo
representam as condi¢des encontradas em ambientes naturais e tendem a
selecionar microrganismos de crescimento rapido, adaptados ao meio de cultivo
utilizado.

A técnica de PCR (reagcdo em cadeia da polimerase) envolve a sintese
enzimatica in vitro de milhées de cdpias de um segmento especifico de DNA na
presenca da enzima DNA polimerase. Esta técnica se baseia no alinhamento e
extensao enzimatica de um par de oligonucleotideos usados como iniciadores que
delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla alvo da amplificagdo. Estes iniciadores
sdo sintetizados artificialmente de maneira que sua sequéncia de nucleotideos
sejam complementares a sequéncias especificas flanqueadoras da regido alvo
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). De maneira geral, as tecnologias baseadas
em PCR sao rapidas e relativamente baratas, entretanto, quando aplicadas na
analise de amostras metagendmicas podem apresentar dificuldades por diversos
motivos, tais como: extracdo de DNA metagenémico mais laboriosa, diferencas
celulares entre diferentes grupos taxondmicos, baixa densidade bacteriana em
alguns ambientes e contaminacdo das amostras ambientais (KENT & TRIPLET,
2002).

Sondas de oligonucleotideos, mais especificamente 16S rRNA, tém sido
utilizadas para identificar, quantificar e visualizar popula¢des de bactérias no rimen
(FORSTER et al.,, 1997). A analise das sequéncias génicas do 16S rRNA tem
servido de base para a discriminagdo de diversas comunidades microbianas cujo
cultivo em meios de cultivo e identificacdo bioquimica apresentam sérias limitagdes
(AMANN et al., 1995). As similaridades entre as sequéncias nucleotidicas auxiliam

na identificagdo de microrganismos nao cultivaveis no ambiente.
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Segundo ATLAS & BARTHA (1997), a grande vantagem de usar moléculas
de rDNA é que elas estdo presentes em todos 0s organismos vivos, e isto permite
compara-las para determinar sua distancia evolutiva. Esta molécula constitui um
importante marcador molecular por ser longa (aproximadamente 1500 pb), ter
pequenas regides variaveis permitindo diferenciar organismos muito préximos por
nao apresentar tendéncia de alteracdes rapidas e por apresentar funcdo de grande
importancia na expressao do gene.

O processo de clonagem é uma estratégia que nos permite obter informacoes
sobre a variabilidade, e também sobre as relagdes filogenéticas dos microrganismos
presentes no ambiente, possibilitando a construcao de bibliotecas ambientais de 16S
rDNA. A clonagem de um gene consiste em inseri-lo em um vetor, que € um DNA
capaz de se multiplicar dentro de um sistema vivo como, por exemplo, um plasmideo
bacteriano. Considerando que uma colénia de bactérias pode corresponder a
multiplicacdo de uma s6 célula, essa coldnia constitui um clone. Quando se faz uma
extracdo de plasmideo sao obtidas varias cépias desse gene para outras
manipulagdes. A importancia do conhecimento da biodiversidade de
microrganismos, num determinado ambiente, vai desde a compreensdo de sua
dindmica até a manipulacédo de algumas das suas propriedades bioldgicas, a fim de
se obter retorno econémico (PIRES & TEIXEIRA, 2004).

Um fator vital ao crescimento, manutencdo e reparo celular de todos os
microrganismos é a sintese de proteinas que depende da participagdo do RNA
ribossémico (rRNA) para a a formagdo do ribossomo e tradugcdo da informagéo
geneética. A codificacao do rRNA é realizada pelo rDNA (CARVALHO NETO, 2007).
O sequenciamento de genes ribossomais permite que produtos amplificados sejam
separados em vetores plasmidiais por clonagem e entdo sequenciados. As
sequéncias génicas geradas podem ser identificadas por meio de sequéncias
génicas de organismos conhecidos depositados em bancos génicos. A adocado de
técnicas que utilizam o gene 16S rDNA para identificar e até mesmo classificar
bactérias foi sugerida pelo comité de sistematica bacteriana em 2002
(STACKEBRANDT et al., 2002). Esta abordagem é bastante usada para estudar
comunidades microbianas complexas do ambiente (HONGOH et al., 2003).

Depois da montagem das seqUéncias em regides contiguas, tem inicio a

tarefa da informacao contida nessa sequéncia. Os genes sao identificados em dados
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brutos pela comparacdo com genes conhecidos ou pela busca de caracteristicas
tipicas de genes. Nos métodos de comparacao, um algoritmo como o BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool _ ferramenta de busca e alinhamento basico) procura
alinhar a sequéncia que esta sendo analisada com as demais sequéncias presentes
em um banco de dados introduzindo o menor numero possivel de lacunas ou erros
de pareamento. A evidéncia indireta de que a sequéncia pertence a um gene € 0
fato de a mesma apresentar homologia com outros genes ou proteinas (MICKLOS et
al., 2005).

2.7.1. Biotecnologia e Bioinformatica

A biotecnologia é baseada na busca e descoberta de recursos biolégicos
industrialmente exploraveis. Uma abordagem classica das etapas do processo de
busca e descoberta biotecnolégica passa resumidamente pela coleta de material
biol6gico adequado, seguida da selecdo e triagem de materiais com os atributos
desejados, selecao final dos melhores candidatos a partir de uma lista reduzida de
opcdes e culmina com o desenvolvimento de um produto comercial ou processo
industrial (BULL et al., 2000).

Este conceito classico de exploragédo de recursos bioldgicos ainda se mantém
valido nos dias de hoje e constitui o modelo utilizado em diversos setores da
industria de biotecnologia mundial. No escopo das aplicagdes microbianas em
biotecnologia tradicional, o valor dos microrganismos é geralmente avaliado pelo
potencial aplicacao direta nos processos biotecnoldgicos. Existem muitos beneficios
econdmicos e estratégicos relacionados com a descoberta de microrganismos
potencialmente exploraveis nos processos biotecnoldgicos para aquisicdo de novos
antibiéticos e agentes terapéuticos; probidticos; produtos quimicos; enzimas e
polimeros para aplicacdes industriais e tecnoldgicas; biorremediacédo de poluentes; e
biolixiviagdo e recuperacao de minérios (HUNTER & CEVERA, 1998).

A bioinforméatica é a ciéncia de usar informagdes para entender a biologia e
constitui uma ferramenta que pode ser utilizada para desvendar muitas questdes
relacionadas nesta area. Informacdes sobre funcédo e hereditariedade do organismo
sdao armazenadas como DNA, RNA e proteinas. Todas sao cadeias lineares
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compostas de pequenas moléculas. Essas macromoléculas sdo reunidas com base
em um alfabeto fixo de produtos quimicos simples: o DNA é composto de quatro
desoxirribonucleotideoes (adenina, timina, citosina e guanina), o RNA é composto
de quatro ribonucleotideos (adenina, uracila, citosina e guanina) e as proteinas séo
compostas de 20 aminoacidos. Essas macromoléculas podem ser representadas por
sequéncias de simbolos que podem ser comparadas para localizar semelhancgas
que sugerem uma relagdo das moléculas pela forma ou fungdo (GIBAS &
JAMBECK, 2001).

A comparacao sequencial é possivelmente a ferramenta computacional mais
util aos pesquisadores. A Web possibilita que um unico banco de dados publicos de
sequéncias de genomas ofereca servigos por meio de uma interface uniforme com
uma comunidade mundial de usuarios. Com um programa de computador comum,
chamado fsBLAST, podem ser comparadas sequéncias de DNA desconhecidas com
a colecao completa de sequéncias de DNA publicas (GIBAS & JAMBECK, 2001).

A Dbioinformatica possibilita o desenvolvimento de muitos métodos
computacionais importantes na investigacdo de genes, entre eles o alinhamento
multiplo de sequéncias e andlise filogenética. Os alinhamentos multiplos de
sequéncias auxiliam a identificacdo visual de locais em um DNA ou em uma
sequéncia de proteinas que pode ser funcionalmente importantes. Estes
alinhamentos também podem ser analisados quantitativamente para extrair
informacdes sobre uma familia de genes e constituem uma etapa integral na analise
filogenética de uma familia de sequéncias relacionadas. A andlise filogenética tenta
descrever o relacionamento evolutivo de um grupo de sequéncias. Uma arvore
filogenética tradicional ou cladograma agrupa espécies em um diagrama que
representa sua divergéncia evolutiva relativa. As ramificacbes da arvore que
ocorrem mais distantes da raiz separam as espécies individuais e as ramificacdes
gue ocorrem proximas a raiz agrupam as espécies em reinos, filos, classes, familias,
géneros, etc. As informagcdes em um alinhamento de sequéncias moleculares podem
ser usadas para computar uma arvore filogenética de uma determinada familia de
sequéncias génicas (GIBAS & JAMBECK, 2001).
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2.7.2. Filogenia dos microrganismos

Filogenia € o estudo das relagdes evolucionarias entre os seres Vivos.
Analises filogenéticas estimam estas relagcdes e as representam sob a forma de
arvore (dendograma) com ramos que identificam o microrganismo. A premissa
basica de um cladograma, como sdo chamadas algumas arvores, € que 0os membros
de um clado compartiham uma histéria evolucionaria préxima e sdao mais
relacionados uns com os outros do que com membros de clados mais distantes.
Geralmente, anadlises filogenéticas sdo realizadas por comparagdo de multiplas
caracteristicas ou caracteres, como por exemplo, sequéncias de DNA (CARVALHO
NETO, 2007).

Ao menos dois requisitos devem ser seguidos na construcado das relacdes
filogenéticas utilizando o DNA: as sequéncias devem ser homologas e a
variabilidade nestas devem conter sinas filogenéticos adequados para resolver o
problema de interesse. As analises filogenéticas de sequéncias nucleotidicas devem
ser feitas a partir do alinhamento das mesmas, determinagdo do modelo de
substituicdo dos nucleotideos, construgdo da arvore filogenética e avaliacdo da
arvore (CARVALHO NETO, 2007).

Um dos programas mais utilizados para alimento de mdultiplas sequéncias é o
CLUSTAL (THOMPSON, 1994). O alinhamento permite a identificacdo de
substituicdo de nucleotideos e regides que sofreram eventos de delecéo e insergéo
de bases. Ja para a construcdo de uma arvore um dos métodos muito usados € o
Neighbor-Joining (SAITOU, 1987). Neste método uma arvore € construida
primeiramente em estrela e a seguir € buscado um par de vizinhos que minimize a
soma total dos ramos da arvore para formar um né interno, sendo agora considerada
uma unidade taxondmica operacional (OTU) e sua distancia, ou seja, a quantidade
de dissimilaridade entre o par, é calculada. O procedimento € entdo repetido até que
toda arvore em estrela tenha sido resolvida de maneira a minimizar a soma dos
comprimentos dos ramos. Este método é bastante rapido e eficaz na reconstrucéao
da topologia correta (CARVALHO NETO, 2007).
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2.8. Analise multivariada

A analise estatistica multivariada é a area da estatistica que se preocupa com
as relagdes entre as variaveis e como tal apresenta duas caracteristicas principais:
os valores das diferentes variaveis devem ser obtidos sobre os mesmos individuos e
estas devem ser independentes e consideradas simultaneamente (KENDALL, 1969).
Esta analise se refere a todos os métodos estatisticos que simultaneamente
analisam multiplas variaveis sobre cada individuo sob investigacdo. As variaveis
devem ser aleatérias e inter-relacionadas de maneira que seus diferentes efeitos
néo podem ser interpretados significativamente de forma separada. Essa ferramenta
utiliza equagdes matematicas que relacionam fatores e interconexdes dentro do
sistema permitindo estabelecer o comportamento, as relacdes, interacées e
dindmica entre as variaveis estudadas e os fatores que determinam mudangas no
sistema. Dessa forma, o desenvolvimento de modelos matematicos e a simulagcéao
sdo importantes para entender a intensidade e o padrdo do comportamento que uma
variavel exerce sobre outras variaveis, que nem sempre sao medidas
concomitantemente em experimentos no campo (HAIR et al., 2005).

De acordo com CAZAR (2003), a analise de componentes principais e a
analise de agrupamento hierdrquico sao técnicas de analise multivariada com
fundamentos tedricos bem diferentes, podendo ser aplicadas independentemente.
Estas técnicas podem até ser complementares na informacéao sobre o conjunto de
dados, dependendo do sistema analisado. Ambas fornecem a visdo mais global
possivel das amostras dentro do conjunto de dados, conforme as variaveis usadas.

A analise de componentes principais reduz a quantidade de variaveis originais
num conjunto menor, preservando o maximo da variabilidade original. Esta técnica
cria eixos ortogonais, que sao combinacgdes lineares das variaveis originais, partindo
dos autovalores da matriz de covariancia das variaveis consideradas. Os dois
maiores autovalores geram os dois primeiros componentes principais, que agregam
maior quantidade de variabilidade que qualquer um dos outros componentes. Em
sintese, a andlise dos componentes principais tem por objetivo obter um pequeno
namero de combinacgdes lineares (componentes principais) de um conjunto de
variaveis, que retenham o maximo possivel da informacao nelas contida (JOHNSON
& WICHERN, 1992).
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A analise de agrupamento é uma técnica multivariada cuja finalidade primaria é
agregar objetos com base nas caracteristicas que eles possuem. Os agrupamentos
resultantes exibem elevada homogeneidade interna e elevada heterogeneidade
externa. Ela é utilizada quando se deseja explorar as similaridades entre os
individuos (modo Q), ou entre as variaveis (modo R), definindo-se grupos que
consideram simultaneamente, no primeiro caso, todas as variaveis observadas em
cada individuo e, no segundo, todos os individuos nos quais foram feitas as medidas
(HAIR et al., 2005).

A anadlise de agrupamento utiliza métodos hierarquicos e nao-hierarquicos,
ambos sdo nao supervisionados e extraem propriedades estatisticas de um conjunto
de dados, agrupando os vetores similares em classes. O K-means é um método
nao-hierarquico bastante utilizado que classifica objetos em numero predefinido de
grupos. A medida de similaridade usada entre os vetores de médias dos grupos
pode levar a diferentes formacées quanto a composicao e ao numero de objetos
dentro de cada grupo. Assim, a escolha dessa medida deve observar critérios,
sendo a distancia euclidiana um dos mais utilizados, por ser uma métrica completa
(HAIR et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais de conducao do experimento

A colheita das amostras de conteddo ruminal para a separacao das arqueias
metanogénicas aderidas as particulas solidas bem como a mensuragdo do gas
metano e analise da digestibilidade in vitro dos tratamentos foram conduzidas na
Unidade Animal de Estudos Digestivos e Metabdlicos, Departamento de Zootecnia, e
as analises do DNA metagenémico foram realizadas no Laboratério de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), Departamento de Biologia Aplicada,
Campus de Jaboticabal. As analises dos acidos graxos volateis foram feitas no
Laboratério de Analises de Nutricdo Animal (LANA), também pertencente ao

Departamento de Zootecnia da UNESP/Jaboticabal.

3.2. Manejo alimentar e colheita das amostras de conteudo ruminal

Foram alojados em baias experimentais quatro animais mesticos 2 Angus - 2
Nelore (AN), canulados no rimen (Figura 5), que receberam um tipo de tratamento
cada um. Um animal recebeu 70% de feno e 30% de concentrado (70Fe:30C) (T1),
outro animal recebeu 30% feno e 70% de concentrado (30Fe:70C) (T2), outro
recebeu 70% de silagem e 30% de concentrado (70Si:30C) (T3) e outro recebeu
30% de silagem e 70% de concentrado (30Si:70C) (T4). A oferta de alimentos
ocorreu nos periodos da manha e da tarde, sendo que as sobras nos cochos foram
controladas para nao ultrapassarem 10%.

Os volumosos oferecidos aos animais foram feno de capim Tifton 85 moido e
silagem da planta inteira do milho, picada. A silagem de milho foi armazenada num
silo tipo trincheira ou de superficie, devidamente protegido. A dieta com 70% de
volumoso foi fornecida no cocho misturada ao concentrado constituido por farelo de
girassol, polpa citrica e suplemento mineral (ortofosfato bicalcico associado a outras
fontes minerais nas formas orgéanicas e inorganicas) e a dieta com 30% de volumoso

foi oferecida misturada ao concentrado composto por farelo de girassol, polpa citrica,
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casca de soja e suplemento mineral. Todos os alimentos concentrados que estavam
na forma de pélete, foram moidos. Na Tabela 1 encontra-se a composicao
bromatolégica dos ingredientes utilizados nas racdes onde se avaliou 0s volumosos
feno de Tifton 85 e silagem de milho nas relagdes 30V:70C e 70V:30C. Também sao
apresentadas as composicdes percentuais das racoes.

Figura 5. Animais em baias experimentais.

Houve um periodo de adaptacdo de 12 dias, sendo que no 13° dia foi
realizada a medicao da producéo de gas e leitura do metano dos quatro tratamentos
e no 15° dia, foi efetuada a colheita do conteddo ruminal para o isolamento
microbiano dos tratamentos compostos por feno e silagem de milho.

3.3. Analises laboratoriais relacionadas a nutricao animal

3.3.1. Mensuracao dos gases

A metodologia utilizada para a mensuracdo quantitativa e qualitativa dos
gases produzidos pela fermentag&o in vitro do liquido ruminal dos bovinos foi feita de
acordo com GASTALDI (2003). O método consiste basicamente em trés etapas: 1)
colheita do conteudo ruminal e preparo da solucéo a ser fermentada; 2) produgéo e
armazenamento dos gases gerados no processo fermentativo; 3) anélises

quantitativas e qualitativas do gas produzido. A Figura 6 apresenta de forma
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simplificada a mensuracao dos gases produzidos na fermentacao pelos bovinos. O
esquema da metodologia foi baseado no aparato para mensuracdo da producéo de
gas citado por OSCAR et al. (1987) e no aparato para determinagcéao experimental da
producdo de gas em fezes submetidas a fermentacao anaerdbia (biodigestor). As
colheitas de conteudo ruminal foram realizadas no periodo da tarde, antes da
segunda refeicdo do dia, com o auxilio de uma bomba a vacuo e um kitassato com 2

L de capacidade.

Tabela 1. Composicdo bromatolégica dos ingredientes utilizados nas racgdes
contendo feno de Tifton 85 e silagem de milho como volumosos

Componentes
MS PB MO FDN FDA
% %MS
Feno de Tifton 85 90,13 8,77 93,14 83,52 55,38
Silagem de milho 91,80 10,32 96,25 58,12 56,51
Volumoso 30 % 89,26 15,63 92,29 48,97 49,91
Volumoso 70 % 89,07 13,79 89,66 56,02 50,88
Composicao percentual das racoes
Vol30 Vol70
Feno/Silagem 30,0 70,0
Polpa de citros 35,2 14,2
Casca de soja 19,0 -
Farelo de girassol 15,0 15,0
Supl. mineral 0,8 0,8
Total 100,0 100,0

Supl. = suplemento, MS = matéria seca; MO = matéria organica, PB = proteina bruta; FDN = fibra em
detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido

Depois de colhido, o contetdo ruminal foi filtrado em tecido de nailon com
malha de 100 um, e a seguir foram medidos 800 mL em uma proveta, transferidos
para garrafas de vidro de cor ambar, com capacidade para 1 L. Para cada
tratamento foram utilizadas cinco garrafas e em cada uma delas foram colocados 10
g de substrato a ser avaliado. Como controle foi utilizado uma garrafa contendo
apenas conteudo ruminal.

No tratamento com 70% de feno foram adicionados 7 g de feno acrescentado
de 3 g de concentrado e no tratamento com 30% de feno, foram colocados 3 g de
feno mais 7 g de concentrado. O mesmo procedimento foi adotado para os

tratamentos contendo silagem de milho. As garrafas permaneceram incubadas por
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12 h em temperatura regulada para 39,5°C, em ambiente escuro. A avaliagdo da
relacdo CO.:CH4, que relaciona as atividades microbianas totais (CO,) com as
atividades microbianas metanogénicas (CH,4), sugere que a auséncia de diferenca
entre 24 e 48 horas nao justifica que o periodo de incubacéo seja superior a 24
horas quando se deseja avaliar as producoes de CO, e CH4 em sistemas in vitro. Foi
verificado que a relacao CO,:CH4 € maior apés trés horas de fermentacdo do que
apds 24 ou 48 horas e que nao existe diferenca entre as ultimas (SMACCHIA et al.,
2000). Com base nessas consideragdes e na freqiiéncia de alimentagao dos animais
(duas refeicdes diarias, com intervalos aproximados de 12 horas entre elas), o
tempo de incubacao de 12 horas foi estabelecido.

O gas produzido foi conduzido para recipientes plasticos adaptados
(garrafas tipo “pet”), onde ficou armazenado até o término das 12 h de incubacao do
substrato (Figura 7). Ap6s o término do periodo de fermentagcédo, com os recipientes
plasticos para armazenamento de gases colocados na posi¢éo vertical, uma marca
foi feita em cada um destes no local onde ocorria 0 encontro com a agua. Esta
marca serviu para determinar a quantidade de gas que havia antes do esvaziamento
para a avaliacdo qualitativa. Esta determinacdo foi efetuada preenchendo o
recipiente plastico com agua até atingir a marca e mensurando, com auxilio de uma
bureta, a quantidade de dgua necessaria para isso, em mililitros. O gas armazenado
no recipiente plastico foi transferido para uma seringa (50 mL) e apés a injegcéao de
gas em um cromatoégrafo Finigan GC 9001 (Figura 8) foram feitas as determinacdes
qualitativas (propor¢cdes molares) dos gases produzidos na fermentacdo. A
guantidade de gas injetada no cromatégrafo, por amostra, foi equivalente a 20 mL.
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Figura 6. Esquema para mensurac¢ao dos gases produzidos durante a fermentacao

ruminal de bovinos.



Figura 7. Garrafas com liquido ruminal colocadas em banho com temperatura
controlada e os recipientes adaptados para o armazenamento de gas
produzido.

Figura 8. Cromatografo gasoso e seringa plastica contendo a amostra de gas a ser
injetada.
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O conhecimento da producao total de gas e das caracteristicas qualitativas do
mesmo (propor¢do molar de cada gas) possibilitaram determinar as quantidades
proporcionais do gas produzido em cada tratamento. O célculo envolveu também a
porcentagem do gas metano no cilindro padrao utilizado na leitura do cromatégrafo,
que foi de 54,950 %.

No momento das mensuragdes do total de gas produzido (em volume), foram
determinadas também a pressdao destes (em milimetros de coluna de agua) e a
temperatura ambiente (em K), objetivando calcular os volumes dos gases nas
Condicbées Normais de Temperatura e Pressdo (CNTP), conforme descrito abaixo e
citado por CAETANO (1985):

PV, T, =PV, T Vo = volume corrigido do biogas, em m*;
Po = pressao corrigida do biogas (10332,27 mm H20);
To = temperatura corrigida do biogas (273,15 K);
V; = volume de biogas nas condicdes de leitura (0,5
mL);
P = pressao do biogas no gasémetro (em mm H,0) e;
T4 = temperatura local no instante da leitura (em K).

Nesta metodologia o volume de gas produzido na fermentacao foi mantido a
pressdo praticamente constante, pois, entende-se que uma alteragdo na pressao
pode resultar na variagdo dos resultados experimentais, tanto quantitativos como
qualitativos.

Para expressar os resultados em numero de mol de metano, foi utilizada a
equacao universal dos gases, conforme descrito por METCALF & EDDY (2003):

PV = NRT:
P = pressao absoluta (1 atm)
V = volume do biogas em mL
N = namero de mol
R = constante universal dos gases (0,082057 atm L
(mol K)™)
T = temperatura (273,15 K)
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3.3.2. Incubacao ruminal in situ

As anadlises da incubacao ruminal in situ dos alimentos foram desenvolvidas
para se avaliar o teor de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta
(PB), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) dos
alimentos. A partir dos dados provenientes dessa incubacgéo, foram desenvolvidas
planilhas laboratoriais referentes a determinacdo de MS, MO, PB e fibras (FDN e
FDA) dos alimentos e dos residuos ndo degradados dos tratamentos com diferentes
concentragdes de feno e silagem.

Para que as interpretacbes do metano fossem complementadas, foi
necessario quantificar o desaparecimento ruminal da racdo em 12 h para que se
pudesse avaliar as diferengas fermentativas de acordo com as proporgoes V:C, além
daquelas possiveis associadas ao tipo do volumoso (feno de Tifton 85 ou silagem de
milho). Para isso foram utilizados sacos de nailon 100% poliamida, com poros de 50
um, com area disponivel correspondendo a 7 x 14 cm contendo aproximadamente 5
g de matéria seca de forma a proporcionar 20 mg MS/cm?.

O feno e a silagem de milho usados no ensaio de degradabilidade foram
moidos em peneira com perfuracées de 5 mm de didmetro. Os concentrados foram
moidos a 2 mm. O tempo de incubacao das amostras no rumen foi de 12 h com os
sacos de nailon inseridos no rumen, presos a corrente de ferro. Em seguida, os
sacos de nailon foram lavados em agua fria corrente para a retirada de conteudo
ruminal e mergulhados por 30 minutos em agua com gelo para interromper a
atividade microbiana. Apds a limpeza, os sacos contendo os residuos nao
degradados no rumen foram secos em estufa com circulagdo e renovacéo de ar a
temperatura de 55°C por 72 h. Os residuos foram pesados apés estarem secos e
em equilibrio com a temperatura ambiente.

Os ingredientes e os residuos ndo degradados no rumen foram amostrados,
secos e moidos a 1 mm para a determinagdo dos teores de matéria seca e matéria
organica conforme a técnica descrita por SILVA & QUEIROZ (2002). Os teores de
proteina bruta foram obtidos pela multiplicacdo de N pelo fator 6,25, a partir do
método do micro-kjeldahl (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRY
— AOAC, 1995). A fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra em detergente acido
(FDA) foram determinadas utilizando as solu¢des descritas por VAN SOEST (1967)
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sendo a digestdo submetida a controle de temperatura e pressdo em autoclave por
60 min a 0,5 atm e 111°C (adaptados de PELL & SCHOFIELD, 1992).

3.3.3. Determinacao dos AGCC

Os AGCC foram determinados utilizando-se um cromatégrafo a gds modelo
CG 270 (Figura 9). Uma aliquota de 1mL de contetdo fermentado nas garrafas apés
o periodo de 12 h, foi centrifugada por 10 min a 10621 x g a temperatura ambiente.
Coletou-se 0,5 mL do sobrenadante e apoés filtragem do conteudo usando filtro
Millipore foram adicionados 100 pyL de acido férmico. Foi injetado no cromatégrafo
aproximadamente 1 puL de amostra. As amostras foram analisadas segundo ERWIN
et al. (1961), para AGCC medidos em concentragdo molar (mM). A determinacéao da
area de cada amostra foi efetuada com repeticdo para que a diferenca nao
ultrapassasse 5%.

Os gases utilizados foram o nitrogénio, como gas de arraste na vazao de 25
mL/min, oxigénio, como gas comburente na vazdao de 175 mL/min e hidrogénio,
como gas combustivel na vazao de 15 mL/min. As temperaturas utilizadas para
operacao foram do vaporizador 240°C, da coluna de separacao iniciou-se com 175
°C aumentando 10°C por min até 205°C e do detector de ionizagcdo de chamas
260°C. Solugbes padrao a 0,1 N de &cido acético, propiénico e butirico, foram
preparadas e padronizadas com hidréxido de potassio (KOH) 0,1 N, a fim de
produzir solugéo padrao de AGCC de concentracao conhecida.

Figura 9. Cromatégrafo a gas para determinagao
de AGCC.
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3.3.4. Identificacao da fase soélida

As arqueias sélido-aderidas foram separadas de acordo com a metodologia
proposta por Merry & Mcallan (1983) citados por MARTIN et al. (1994), com
modificacdes, conforme esquema apresentado na Figura 11. O conteudo ruminal foi
colhido trés horas apds a alimentacao do animal pela manha. Com o auxilio de uma
bomba a vacuo foram retirados do rimen dos animais aproximadamente 1 L de
conteddo ruminal e apés filtragem em filtro de nailon de 100 um, o sélido foi pesado
e colhida uma amostra de 200 g de material. Em seguida, esta amostra foi lavada e
agitada manualmente por 5 min em um frasco com solu¢cdo tampdo salina
(COLEMAN, 1978), pré-aquecida a 39°C (1g de material fresco/4 mL da solucéo).
Foi realizada uma nova filtragem em filtro de nailon de 100 um e o filtrado foi
centrifugado a 1000 x g, por 10 min, a temperatura ambiente. Fragmentos maiores
foram combinados a particulas pequenas e suspensos em tampao (1 g de sélido/4
mL) pré-resfriado a 4°C e homogeneizados. O sélido foi bombeado por 5 min em um
“Stomacher” (Figura 10) construido na propria universidade. O homogeneizado foi
filtrado em filtro de néilon de porosidade 100 um. O residuo sobre o filtro foi lavado
com solucao tampéo (1 g de s6lido/4 mL) e novamente filtrado. Os filtrados contendo
a populacado aderente foram agrupados e centrifugados a 1000 x g, por 10 min a
4°C, para o descarte do residuo alimentar e a fracao sobrenadante foi centrifugada a
27000 x g por 30 min a 4°C. O sedimento resultante correspondeu aos
microrganismos sélido-aderidos (EZEQUIEL et al., 2002).

Figura 10. Conteudo ruminal sendo depositado no

interior do stomacher.
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Figura 11. Esquema da separacao das fracdes microbianas no contetudo ruminal de
bovinos (EZEQUIEL et al., 2002).



3.4. Extracao do DNA gen6émico

Para a extracdo do DNA genémico foram testados dois protocolos. O primeiro
foi feito segundo HENSIEK et al. (1992), com algumas modificacées. Um volume de
0,7 g de arqueias solido-aderidas foi colocado em tubos eppendorf (2 mL) e
centrifugado 600 x g, por 10 min a 4°C. Em seguida, foi adicionado igual volume de
solucao tamponada contendo fenol e Tris —HCI (10 mM) com pH 8,0. Adicionou-se
também 0,5 g de “glass beads” e 20 ul de SDS (20%). Os tubos foram agitados trés
vezes por 2 min e colocados no gelo por 2 min entre cada agitacdo. A seguir a
solucao foi centrifugada por 1200 x g durante 5 min. A fase aquosa foi transferida
para um tubo novo e precipitada com etanol. As amostras foram tratadas com
RNAse e novamente extraidas com fenol tamponado e precipitadas em etanol. O
pélete final foi ressuspendido em 100 uL de H,O estéril.

O outro protocolo foi feito baseado na metodologia de AUSUBEL et al. (1999),
também com modificagdes. O pélete de arqueias sélido-aderidas foi ressuspendido
em 700 uL de tampé&o de quebra contendo triton a 1%, SDS 1%, NaCl 10 mM, Tris
(89 mM ) com pH 8,0 na concentracdao de 10 mM e EDTA 1 mM. A amostra foi
depositada em um almofariz e ap6s a adicao de N, liquido, houve a maceracao da
mesma. A maceracao foi repetida duas vezes e o material foi transferido para tubos
eppendorf de 2 mL onde foram adicionados 500 pL de fenol, cloroférmio e alcool
isoamilico na proporcdo de 5:4:1. Apds agitagdo durante 3 min, foram adicionados
200 pL de tampao TE (10:1). O material foi centrifugado por 5 min a 15294 x g a
temperatura ambiente e a fase aquosa transferida para outro tubo. Apds a adicao de
1 mL de etanol absoluto foi feita mistura por inversdo. Depois de centrifugado 3 min
a 15294 x g a temperatura ambiente, 0 sobrenadante foi descartado e o pélete
ressuspendido em 400 uL de TE. Foram adicionados 20 uL de RNAase (10 mg/mL)
e em seguida foi feita incubacao por 20 min a 37°C. Apés adicao de 1 mL de etanol
absoluto centrifugacao por 3 min a 15294 x g, o DNA foi ressuspendido em 100 pL
de TE.

A concentracdo de DNA das amostras foi estimada em gel de agarose 0,8%, em
tampao TBE1X (Tris 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3). A corrida
eletroforética foi realizada em uma cuba horizontal modelo HORIZON 11-14, em

tampao TBE 1 X adicionado de brometo de etidio (0,5 ug/mL), durante 1 h a
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voltagem constante de 75 V. Uma aliquota de 4 uL de DNA adicionada de 3 uL de
tampao de carregamento (0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol) foi
aplicada no gel assim como uma amostra de DNA contendo fragmentos de tamanho
conhecido, multiplos de 1kb (Fermentas). Os géis foram visualizados e
documentados por meio de um sistema de documentacao de géis (GEL DOC 2000
BIO-RAD). A concentracdo de DNA foi estimada em espectrofotdmetro Beckmann
DU 640, sendo a leitura realizada nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm e
a relacao 260/280 foi calculada para caracterizar a pureza do DNA.

3.4.1. Purificacao do DNA em filtro microcon 100 ( Millipore)

O processo de purificacdo do material genético foi feito de acordo com as
orientacdes do fabricante. Foram colocados 12,5 uL de Tris-HCL (1M, pH 7,5) e 400
ul de TE (Tris EDTA, 10:1 pH 7,5) em um tubo eppendorf. A seguir foi feita
homogeneizacédo e adicionados 80 pL de solugao contendo o DNA. O material foi
transferido para o filtro e logo apos foi feita centrifugacdo a 6797 x g por 15 min.
Foram adicionados 200 pL de TE ao filtro e a seguida foi feita nova centrifugacao a
6797 x g. Foram depositados mais 50 uL de TE ao filtro e mais uma vez foi realizada
centrifugacdo a 6797 x g por 10 min. Na etapa final, o DNA precipitado foi
ressuspendido em 30 uL de TE e armazenado a -20°C.

3.5. Reacoes em cadeia da polimerase (PCR)

Apbs as etapas de otimizacdo das reacbes de PCR com as sequéncias
estudadas, foi determinada a seguinte reacao para a regiao 16S rDNA: 200 ng de
DNA amplificados em uma reacédo contendo tampao Tag DNA polimerase 1 X
(Invitrogen) cloreto de magnésio 6,0 mM, 0,1 mM de dNTP, 50 pmol de cada primer
e 1 U de Taq DNA polimerase e agua MILLI-Q autoclavada para completar um
volume final de 20 uL da reacao (WHITFORD et al., 1998). Para as regides das
ORFs foi feita a mesma reacao com a diferenca que a concentragdo de DNA

utilizada foi de 100 ng. Uma aliquota desta reacao contendo apenas agua foi usada
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como controle negativo. No estudo das ORFs, para as amplificacdes feitas com o
DNA proveniente dos quatro tratamentos foi adicionado como controle positivo o
DNA da arqueia M. maripaludis, gentiimente cedido pelo departamento de
microbiologia da Universidade de Washington.

As sequéncias de oligonucleotidios iniciadores utilizadas para a amplificacédo do
gene da subunidade ribossomal 16S rDNA foram feitas de acordo com EMBLEY
(1992) e podem ser encontradas na Tabela 2. Nesta tabela também se encontram
os oligonucleotidios iniciadores correspondentes as sequéncias das ORFs
codificadoras da enzima CHO-MFR (Mmp 1244, Mmp 1249, Mmp 1691, Mmp 0200,
Mmp 0508 e Mmp 0512), “construidos” com base no genoma da Methanococcus
maripaludis e anotados nos bancos de dados (National Center for Biotechnology
Information - www.ncbi.nim.nih.gov/) e (Kyoto Enciclopédia of Genes and Genomes

- www.genome.ad.jp/Kegqg), utilizando-se como ferramenta de trabalho o ClustalW
(THOMPSON, et al, 1994). A partir desta analise foram desenvolvidos os
oligonucleotideos especificos usando os softwares GenneRunner 2.5 e Oligo 4.0.

Para amplificacdo da regido 16S rDNA, a reacdo foi submetida a seguinte
sequéncia de termo ciclos: 94°C por 5 min; 95°C por 1 min; 51°C por 2 min; 72°C
por 3 min; 35 vezes o passo 2; 72°C por 10 min e 4°C para temperatura de
refrigeracao das amostras (HALES et al., 1996). A amplificacdo das regides das
ORFs foi realizada em outras condigdes: 94°C por 10 min; 94°C por 20 s; 50°C por 1
min; 72°C por 1 min; 30 vezes o passo 2; 72°C por 10 min e 4°C para temperatura
de refrigeracdo das amostras (WHITFORD et al., 1998) A visualizagdo dos
fragmentos amplificados pela PCR foi realizada a partir de eletroforese em géis de
agarose a 1,5% em cuba horizontal modelo HORIZON 11-14, usando tampao TBE
1X e como padrédo de tamanho molecular foi usado 1 kb DNA “Ladder” (Fermentas);
as eletroforeses foram conduzidas a voltagem constante de 75 V, por 1,5 h. Os géis
de agarose foram visualizados sob luz UV e documentados em um equipamento
fotodocumentador (GEL DOC 2000 Bio-Rad) pelo software Quantity-One.

41



3.6. Purificacao do DNA amplificado

Apébs a reacao de PCR, os produtos de amplificacdo da regiao 16S rDNA
apresentaram-se puros ndo sendo necessaria a realizagdo do processo de eluicao
do DNA do gel de agarose. Entretanto, para os produtos de amplificacdo das ORFs
foi preciso fazer a eluigdo em gel de agarose a partir da utilizagcdo do Pure Link
Quick Gel Extraction Kit (Invitrogem) e os procedimentos foram realizados de acordo
com as instru¢des do fabricante. Apds a eluicdo dos fragmentos do DNA amplificado
do gel de agarose 0,8%, foram pesados 0,4 g deste material e a seguir foram
adicionados 30 uL de tampao de solubilizacao (GS1, acetato de sédio), para cada 10
mg de gel de agarose. Os tubos plasticos contendo os fragmentos foram incubados
a 50°C durante 15 min, sendo agitados levemente a cada 3 min para melhor
solubilizagdo do gel. O conteudo foi distribuido em colunas de filtracdo e
centrifugado a 12000 x g por 1 min e em seguida foram acrescentados 700 pL de
tampao de lavagem (Wg) contendo etanol. Apds incubacao a temperatura ambiente
por 5 minutos o material foi centrifugado a 12000 x g, por 1 min e ressuspendido em
50 pL de TE Buffer a temperatura de 65°C.

3.7. Clonagem e Reacao de ligacao

Os fragmentos da PCR dos produtos de amplificagdo da regido 16S rDNA
foram clonados no sistema | de vetor pGEM-Teasy (Promega) seguindo as
instrucbes do fabricante. As reacbes de ligacdo foram realizadas da seguinte
maneira: 1 ul de tampéao de ligacao rapida T4 DNA ligase 1X (30 mM Tris-HCI, pH
7,8); 10 mM MgCly; 10 mM DTT; 1 mM ATP; 5% de polietilenoglicol (PM 8000);
pGEMR-T (50 ng); T4 DNA ligase (3 U); produto da PCR (150 ng); agua milli-Q

esterilizada por filtragdo para completar o volume final para 10 pl.
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Tabela 2. Sequéncias nucleotidicas dos iniciadores especificos utilizados para a
amplificacdo  de genes e de ORFs correspondentes as arqueias

metanogénicas do rimen

Genes/ORFs Pares de base (pb) Sequéncias de bases
5-TCYGKTTGATCCYGSCRGAG -3’
16S rRNA 1100 5- TGGGTCTCGCTCGTTG -3’
5° CATCTCCCATTATTTACACGG3’
Mmp 1244 400 5"AGCACCAACAGGACATTCG 3
5 GGAGTCGAAATGAAAGGCS
Mmp 1249 600 5TTGTGTTTACGTAGTCTTCCG 3°
5 TTCTGTGGGACTCTTTGCG &
Mmp 1691 1200 5 AGATGATGGAGTTTCGTGAG 3°
ATTTCACGGGCATTTAAGS
Mmp 200 600 5"AAAGATTCACCACAAAGCC3'S

5" TTTGGACTTGGTTGAGGAC 3
Mmp 508 500 5 TGCTACAACACCGATAAATTC 3

5" TAGTATGCCCTGTTTGCG 3’
Mmp 512 1200 5 TGTTCCATTGTATCCTCATTG 3

Como controle positivo foi usado um DNA contendo o inserto (fornecido pelo
fabricante) e um controle negativo sem a presenca de inserto de DNA, para
determinar a eficiéncia da ligacdo. As reacdes foram homogeneizadas e incubadas
durante a noite num termociclador a temperatura constante de 4°C, para obtengéo
de uma maior eficiéncia de ligagao.

3.7.1. Transformacao das células competentes

As células competentes de E. coli DH10b foram previamente removidas do
freezer -80°C e descongeladas em imersdo no gelo por aproximadamente 5 min
antes de serem utilizadas. As células (50 uL) foram depositadas cuidadosamente em
um tubo de 1,5 L junto com 2 uL do vetor obtido pela ligacdo e 0 mesmo foi feito com
o material de controle positivo e negativo. Todos os tubos foram mantidos em gelo
por 20 min e em seguida colocados em banho com temperatura controlada a 42°C
por 50 s e imediatamente imersos no gelo por 2 min.



Aos tubos foi adicionado 1mL de meio SOC e estes foram incubados durante
2,5 h, a 37°C, com agitagdo de 180 rpm. O meio SOC foi preparado do seguinte
modo: 20 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 0,5 g de NaCl e 0,19 g de KCI
foram adicionados a um volume total de agua de 1000 m, pH 7. O meio foi
autoclavado a 120°C, por 20 min. Foram adicionadas ao meio uma solugdo de 2%
de glicose 1 M e 1% de MgCl, 1 M, esterilizadas por filtracao.

Aos clones transformados e crescidos em meio LB (10 g/L de triptona, 5 g/L
de extrato de levedura; 10 g/L de NaCl; 10 g/L de agar, pH 7) foi adicionada
Ampicilina, esterilizada por filtragdo, com concentracao final de 100 pg/mL. Apds a
solidificagdo do meio,100 uL de X-GAL (5% em N’N’dimetil formamida) foram
espalhados sobre a superficie com o auxilio de uma alca de Drigalski esterilizada.
As placas foram mantidas a 37°C até o momento do uso.

Apo6s incubagao das células transformadas em meio SOC, 100 uL de cada
cultura foram espalhados nas placas de petri com o meio LB. As placas foram
incubadas a 37°C por 16 h e, ap6s este periodo, foi realizada a sele¢do das coldnias
brancas (células transformadas).

3.7.2. Selecao e estoque dos clones

Os clones foram coletados com palitos esterilizados e cultivados em 150 pL
de meio CG (CircleGrow, B10101) contendo Ampicilina (100 mg/mL) durante 22 h, a
37C. Apbs esse periodo foram adicionados a cada clone cultivado 150 pL de glicerol

40 % para posterior estoque a -80°C.
3.8. Sequenciamento
3.8.1. Extracao do DNA plasmidial
A extracao do DNA plasmidial foi realizada de acordo com metodologia de

SAMBROOK & RUSSEL, 2001. Os clones estocados foram cultivados em

multiplacas "Mega Titer" contendo 1 mL de meio CG adicionado de Ampicilina (100
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ug/ml) durante 22 h, a 37°C, com agitacdo de 200 rpm.

As placas com os clones cultivados foram centrifugadas por 8 min a 4°C,
com velocidade de 3220 x g, os sobrenadantes foram descartados e as placas
invertidas e secas em papel absorvente durante 10 min. Os sedimentos bacterianos
obtidos foram lavados com 240 ul de tampao GTE (Glicose 50 mM; Tris 25 mM, pH
8,0; EDTA 10mM, pH 8,0) e em seguida, estes foram centrifugados por 6 min, a 4°C,
a 3220 x g; os sobrenadantes descartados e as placas novamente secas por
inversdo em papel absorvente, durante 10 min. As células foram ressuspendidas por
“vortex” em 85 uL de uma solugdo GTE/RNAse (80 uL de solucdo GTE acrescida de
5 uL de solucado de RNAse).

Uma solucdo de RNAse (10 mg/ml) foi preparada contendo 40 mg de
RNAse dissolvidos em 4 mL de Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 com 15 mM de NaCl. Essa
solucdo foi mantida em banho-maria fervente durante 10 min para inativar a DNAse,
e em seguida, estocada em aliquotas a - 20°C.

Foram transferidos 60 pL das suspensdes bacterianas para uma microplaca
de 250 pL e a elas adicionados 60 pL de solugédo de lise (NaOH 0,2N; SDS 1%). As
placas foram seladas, as solugdes misturadas por inversao 10 vezes e incubadas
por 10 min, a temperatura ambiente. Apos a lise, 60 uL de uma solucao de acetato
de potassio 3 M, pH 4,8 gelado foi adicionado as suspensodes. As placas foram
seladas, as solugdes misturadas por inversao por 10 vezes e novamente, as placas
foram incubadas por 10 min, a temperatura ambiente. Os seladores foram
removidos, as placas incubadas por 30 min em estufa a 90°C, resfriadas em gelo por
10 min, seladas e centrifugadas durante 8 min, a 20°C a 3220 x g.

Aproximadamente, 170 uL da solugao do lisado foi filtrada em placas “multi
spreen filter” (millipore), acopladas as microplacas de 250 uL por centrifugacao por 6
min, a 20°C, a 3220 x g. O filtro foi removido e 110 uL de isopropanol absoluto foi
adicionado ao filtrado. As placas foram seladas, as solu¢gées misturadas por inversao
e em seguida, centrifugadas a 20°C por 45 min com rotacdo de 3220 x g, o
sobrenadante descartado e as placas invertidas em papel absorvente para secar. Os
sedimentos obtidos foram lavados com 200 uL de etanol 70% e as placas
centrifugadas por 5 min, a 20°C e 3220 x g, o sobrenadante foi descartado e as

placas secas a temperatura ambiente, por aproximadamente 1 h em fluxo laminar. O
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DNA plasmidial assim obtido foi ressuspendido em 50 uL de agua milli-Q e

quantificado por eletroforese em gel de agarose 1,0%.

3.8.2. Sequenciamento de amplicons

As reacbes de PCR foram realizadas em microplacas nas seguintes
condicoes para a amplificacdo da regidao 16S rDNA: 2 uL de BigDye Terminator
(Perkin Elmer); 5 pmoles do oligonucleotideo; tampao 5 X (400 mM Tris-HCI pH 9;
10 mM MgCl,) e para completar um volume de 10 pl; 100 - 150 ng de DNA. Para a
PCR de sequenciamento foi utilizado o oligonucleotideo universal SP6 "forward",
cuja sequéncia foi a seguinte: 5'— ATT TAG GTG ACA CTA TAG -3'.

Apés a purificacdo dos produtos de amplificacédo referentes as ORFs foi feita
uma nova reagdo de PCR nas condi¢bes de amplificacéo ja descritas anteriormente
para estas ORFs, mudando-se apenas a concentragdo de DNA de 100 para 150 ng.
A seguir foi feita a PCR de sequenciamento direta do produto amplificado utilizando-
se as mesmas condi¢cdes da reacdo de sequenciamento da regidao 16s rDNA, mas
com concentragao de 25 -50 ng de DNA .

As placas foram seladas com um adaptador de silicone e levadas ao
termociclador (MJ Research, Inv., modelo PTC-100) seguindo o programa: um ciclo
a 96°C por 10 s, outro ciclo a 52°C por 5 s, 60°C por 4 min e 34 ciclos repetindo o
primerio passo (96°C por 10 s), seguindo-se uma temperatura de 4°C para

manutencdo da amostras refrigeradas.

3.8.3. Precipitacao e lavagem das reacoes de sequenciamento

Apés a reacao de sequenciamento, os fragmentos de DNA amplificados foram
precipitados e os dNTP’s marcados por fluorescéncia nao incorporados foram
retirados por sucessivas lavagens.

Para a precipitacdo do DNA amplificado e marcado pela PCR de
sequenciamento, foram adicionados 80 ul de isopropanol 75% as amostras; as

placas foram agitadas cuidadosamente em vortex por alguns segundos, incubadas a
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temperatura ambiente por 15 min e centrifugadas a 20°C por 30 min, a 3220 x g. Os
sobrenadantes foram descartados e 200 uL de etanol 70% foram adicionados as
amostras. As placas foram centrifugadas por 10 min na mesma temperatura e for¢a
centrifuga descrita anteriormente, e os sobrenadantes descartados. Apés a repeticao
deste procedimento, as placas foram secas durante 60 min em fluxo laminar sem a
presenga de luz. Posteriormente as placas foram embrulhadas em filme plastico e
acondicionadas a -20°C até o momento de serem aplicadas no seqlienciador.

3.8.4. Preparo da amostra e analise filogenética

Para a aplicacdo no sequenciador, as amostras foram ressuspendidas em 10
uL formamida deionizada e agitadas em “vortex”, submetidas a desnaturacao por 5
min, a 96°C e, em seguida, colocadas em gelo. Os fragmentos foram sequenciados
em um aparelho de capilar ABI 3100 (Figurai2).

Figura 12. Sequenciador automatico.
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Apés o sequenciamento das amostras, os dados obtidos foram analisados
pelos programas “Sequencing Analysis 3.4” e a qualidade dos eletroferogramas
foram analisadas pelos programas Phred (EWING et al., 1998), Phrap (EWING &
GREEN, 1998), Consed (GORDON et al., 1998). Os dados foram também
analisados pelo programa Contgen.pl para que sequéncias maiores que 150
nucleotideos, com qualidade Phred superior ou igual a 20, pudessem ser analisadas.
Posteriormente, as sequéncias selecionadas foram submetidas ao programa BLAST
- “Basic Local Alignment Search Tool”, (ALTSCHUL et al.,1997), comparando as
sequéncias obtidas com as depositadas no banco de dados GenBanK do National
Center for Biotecnology Information (NCBI), que possui dados de todos organismos
sequenciados mundialmente. Assim foi verificada a identidade do material
sequenciado por meio do grau de similaridade com as sequéncias do GenBank. A
lista de sequéncias depositadas no NCBI database pode ser encontrada no link
http://lbmp.fcav.unesp.br/rumen.

As sequéncias foram comparadas também no Ribossomal Database
(http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) conferindo a similaridade com o banco 16S rDNA.
Uma arvore filogenética foi construida para averiguar o grau filogenético entre os
microrganismos metanogénicos. Como ferramentas para as analises estatisticas
foram utilizados os softwares MEGA (TAMURA et al., 2007) e DOTUR (SCHLOSS &
HANDELSMAN, 2005). Para estimar o nimero de possiveis géneros por meio do
programa DOTUR, foram verificados agrupamento a 97%, 95% e 90% de
similaridade de sequéncia. Foram calculadas distancias entre as sequéncias
conhecidas das desconhecidas para fazer comparagcédo das sequéncias 16S rDNA.
Essas comparagdes foram aproximadamente, em valores de distancias de 0.03 para
diferenciar espécie, 0.05 para género e 0.10 para familia.

As linhagens de arqueias utilizadas neste trabalho como padréo de referéncia
estdo descritas a seguir, com seus respectivos numeros de acesso aos principais
bancos de dados: Halobacterium halobium (M11583), Methanobrevibacter smithii
(AF054208), Methanobacterium bryantii (M59124), Methanosarcina mazei (U20151),
Methanococcoides  burtonii  (X65537),  Methanolobus  taylorii  (U20154),
Methanomicrobium modbile (M59142) e Methanosphaera stadtmanae (M59139)
(WHITFORD et al., 2001).
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3.9. Analises estatisticas
3.9.1 Analise estatistica multivariada

As técnicas estatisticas multivariadas foram realizadas para avaliar a estrutura
multivariada contida nos dados originais. Neste trabalho foram aplicadas as técnicas
andlise de agrupamentos hierarquica e nao hierarquica e andlise de componentes
principais. As varidveis utilizadas foram relacionadas aos desaparecimentos da
matéria seca (DESMS), matéria organica (DESMO), proteina bruta (DESPB), fibra
em detergente neutro (DESFDN), fibra em detergente acido (DESFDA), a producao
dos &cidos graxos volateis acético (ACE), propidnico (PROP) e butirico (BUT) e a
producdo in vitro dos gases metano (CHj4), oxigénio (O,), nitrogénio (N.) e gas
carbénico (COy).

A andlise de agrupamentos hierarquica foi aplicada aos dados originais de
producédo dos gases, acidos graxos volateis e desaparecimento in situ dos alimentos
no rumen. O coeficiente de semelhanga adotado foi a medida de dissimilaridade
distancia euclidiana e como estratégia de agrupamento, o0 método de Ward. Em
complemento, foi processada a andlise de agrupamento n&o hierarquica k-means
para k=3.

A andlise de componentes principais determina variaveis latentes ortogonais,
com centro na regido de maior concentragcdo da variabilidade, utilizando para isso, a
matriz de covaridncia dos dados, extraindo dela os autovalores que originam os
autovetores (componentes principais) que sdo combinagdes lineares das variaveis
originais, de tal forma que o sistema ortogonal gerado pelos dois maiores
autovalores (primeiro e segundo componentes principais) preserva a maior
quantidade das informagdes originais. Foi avaliado o poder discriminatorio de cada

S.

J

variavel pela férmula: r, (cp,) = onde r, (cp,) € a correlagdo entre a variavel

X; € o componente principal cpn, aj € 0 coeficiente da variavel j no h-ésimo
componente principal e A, € 0 h-ésimo autovalor da matriz de covariancia.

Segundo o critério de Kaiser, sdo considerados os autovalores acima de 1 pois
geram componentes com quantidade relevante de informagdo das variaveis

originais. A percentagem da variancia total contida em cada componente (cpn) foi
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obtida segundo a férmula: cp, :%100 onde T(C) é o traco da matriz de

covariancia (A1 + Ao + ... + Ap).
Todas as analises multivariadas foram processadas utilizando-se o médulo
Multivariate Exploratory Techniques, pertencente ao software STATISTICA (2004).
As diferencas estatisticas entre os centréides de cada par de grupos foi
verificada pelo teste T? de Hotelling (MASON et al., 2001) onde X, ..... , Xp avaliadas
em duas amostras de tamanho ny e n, apresentam dois vetores de médias X, € X,
(centrdides) e duas matrizes de covariancias amostrais C1 e C,, onde as matrizes de
covariancias populacionais devem ser as mesmas para os dois conjuntos e estimada
por uma combinagao das duas matrizes Cy e C, assim:
C=|[(n, -1)C, +(n,—1C,]/(n, +n, —2)
A estatistica T? de Hotteling é definida como:
T2 =nn,|(X, - X,)'C (X, = X,)]/(n, +n,)
Quando T? > F, rejeita-se Ho: X, =X, e admite-se Hy: X, #X, para um valor o
adotado sendo o valor de F para p e (n1+n2-p-1) g.l. calculado pela expressao:
F=(n,+n, —p-1T?/[(n, +n, -2) *p]

3.9.2. Analise estatistica univariada

Os tratamentos foram realizados em esquema fatorial 2x2 em um
delineamento inteiramente casualizado, considerando que cada bovino recebeu um
tipo de tratamento e que todas as andlises de alimentos foram feitas com cinco
repeticdes. As analises de variancia foram determinadas pelo programa estatistico
SAS (DER & EVERIT, 2001) sendo aplicados os testes F e Tukey.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises estatisticas

Todas as analises laboratoriais foram efetuadas com cinco repeticées e de
acordo com PRADO et al. (2001), nos ensaios experimentais realizados para avaliar
o consumo de alimentos, eficiéncia ou conversao alimentar, digestibilidade aparente
parcial ou total e composicdo de alimentos, observa-se a necessidade de se
trabalhar com varias repeticdes de analises bromatolégicas (matéria seca, proteina
bruta, matéria organica, fibora em detergente neutro, fibra em detergente acido,
celulose, hemicelulose, cinza insoluvel em acido, nitrogénio insolivel em detergente
acido, entre outros) para que os dados obtidos de experimentagdo em campo ou
laboratérios sejam considerados adequados para analises estatisticas.

A estrutura multivariada usando os dados das andlises de incubagao ruminal
in situ foi avaliada por andlises de agrupamentos utilizando método hierarquico e
n&o hierarquico e componentes principais.

O dendrograma da Figura 13 foi resultante da andlise de agrupamentos por
método hierarquico e mostrou uma estrutura formada por trés grupos: GRUPO 1
contendo amostras com concentracdo de 70% de feno, GRUPO 2 contendo
amostras com concentracdo de 30% de feno e 30% de silagem e GRUPO 3
contendo amostras com concentracao de 70% de silagem.

Nas Tabelas 3 e 4 foram determinadas as médias, desvios-padrdo e valores
maximos e minimos dos trés centroides dos grupos formados pelo método de
agrupamento ndo hierarquico k-means. O teste T? de Hotelling (p < 0,01) rejeitou a
igualdade dos vetores médios (centrdides) entre os trés grupos indicando existéncia
de diferencas significativas entre tratamentos nas concentragdes de 30% e 70% bem
como diferengas significativas entre feno e silagem na concentragdo de 70%. O
grupo 2 agregou amostras de volumosos na concentragdo de 30%, incluindo tanto
amostras de feno como de silagem o que indicou similaridade entre feno e silagem

na concentracdo de 30% confirmado pelo teste T? de Hotelling (p = 0,09).
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Figura 13. Dendrograma contendo a estrutura de grupos para feno e silagem nas

concentracdes de 30% e 70%.

Tabela 3. Valores das médias, desvios-padrdo e valores maximos € minimos dos trés

centrdides dos grupos formados pelo método de agrupamento néo hierarquico

k-means
DESMS DESMO DESPB DESFDN DESFDA
Grupo1 Média 0,348 0,314 0,494 0,211 0,111
(Fe70) D Pad 0,052 0,071 0,031 0,034 0,121
min 0,338 0,303 0,450 0,193 0,104
max 0,487 0,508 0,544 0,302 0,436
Grupo 2 Média 0,468 0,477 0,531 0,274 0,312
(Si30 Fe30) D Pad 0,011 0,020 0,006 0,014 0,051
min 0,455 0,446 0,525 0,254 0,251
max 0,487 0,508 0,544 0,302 0,376
Grupo 3 Média 0,448 0,455 0,462 0,291 0,424
(Si70) D Pad 0,012 0,015 0,013 0,008 0,011
min 0,433 0,438 0,450 0,283 0,412
max 0,465 0,468 0,477 0,299 0,436

D_Pad - desvio padrao, min - minimo, max — maximo, DESMS — desaparecimento de matéria seca, DESMO —
desaparecimento de matéria organica, DESPB - desaparecimento de proteina bruta, DESFDN - desaparecimento de
fiora em detergente neutro e DESFDA - desaparecimento de fibra em detergente acido.



Tabela 4. Valores das médias, desvios-padrdo e valores maximos e minimos dos
trés centréides dos grupos formados pelo método de agrupamento nao
hierarquico k-means
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ACE PROP BUT CH,4 O: N2 CO:
Grupo 1 Média 49,664 10,032 3,296 0,456 0,121 0,155 0,085
(Fe70) D_Pad 4,030 2,754 0,188 0,132 0,029 0,055 0,032

min 49,110 9,690 3,530 0,181 0,090 0,002 0,036
max 58,30 16,880 3,060 0,529 0,189 0,213 0,177

Grupo 2 Média 49,258 16,578 6,634 0,207 0,106 0,087 0,114
(Si30 Fe30) D_Pad 0,108 0,255 0,658 0,018 0,010 0,042 0,012
min 49,120 16,140 7,350 0,181 0,090 0,007 0,097
max 49,430 16,880 5,840 0,230 0,119 0,144 0,134

Grupo 3 Média 58,436 14,612 6,618 0,445 0,166 0,082 0,134
(Si70) D_Pad 0,403 0,065 0,510 0,057 0,020 0,060 0,011
min 57,920 14,510 7,110 0,381 0,142 0,002 0,118
max 58,930 14,680 5,770 0,507 0,189 0,148 0,145

D_Pad - desvio padrdo, min - minimo, max — maximo, DESMS — desaparecimento de matéria seca, DESMO —
desaparecimento de matéria organica, DESPB - desaparecimento de proteina bruta, DESFDN - desaparecimento
de fibra em detergente neutro e DESFDA - desaparecimento de fibra em detergente acido.

A andlise de agrupamento nao hierarquica k-means (Figura 13) confirmou a
classificacao obtida na analise de agrupamento hierarquica e mostrou que todas as
variaveis foram importantes na discriminacdo dos grupos: DESMS, DESMO,
DESPB, DESFDN, DESFDA, ACE, PROP, BUT, CH, e O, (P<0,01) e N> e CO>
(P<0,05).

Os resultados das Tabelas 3 e 4, determinaram que o GRUPO 1 (70% de feno)
apresentou valores mais baixos para o desaparecimento de MS, MO, FDN e FDA
quando comparado com os grupos 2 (30% de feno e silagem) e 3 (70% de silagem)
e um valor maior para o desaparecimento da proteina bruta com relagdo ao GRUPO
3. Estes resultados foram comprovados pela Figura 14 que caracterizou os grupos
pela analise do K-means.

O GRUPO 2 obteve maiores valores de desaparecimento da MS , MO e
proteina e menores valores de FDN e FDA em relacdo ao GRUPO 3. Quanto a
producédo de AGCC, o GRUPO 3 apresentou maior valor para o acido acético e os
grupos 1 e 2 apresentaram valores de médias semelhantes para este &acido,

entretanto valores bem maiores de acido propiénico puderam ser observados no



GRUPO 2. O GRUPO 1 demonstrou valores menores de O, e CO, em comparacao
ao GRUPO 3, média maior de O, em relagdo ao GRUPO 2 e menor de CO, em
relacdo ao GRUPO 2, entretanto, apresentou valor elevado de N> em comparacao

aos demais grupos.
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Figura 14. Caracterizacdo dos grupos, definidos pela analise K-means, em fungéo

das variaveis utilizadas.

A andlise de componentes principais permitiu redimensionar o espag¢o das
informacgdes originais em um novo espaco formado por duas variaveis latentes
denominadas de componentes principais (CP1 e CP2), criadas por combinacdes
lineares das variaveis originais na regidao que deteve a maior concentracdo da
variancia original. Essas duas novas variaveis colocadas ortogonalmente geraram
uma distribuicdo bidimensional das amostras conforme se observa na Figura 15.

Essa distribuicdo bidimensional reteve 85,65% da informacéao original (CP1 =
54,18% e CP2 = 31,47%). Embora as analises de agrupamento feitas anteriormente
possuam uma metodologia matematica simples e a andlise de componentes
principais seja mais complexa, os resultados foram totalmente concordantes. A
classificacao das amostras em trés grupos mostrada no dendrograma da Figura 13
foi confirmada, pois a direita de CP1 observa-se a concentragdo das amostras de
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feno a 70%; a esquerda de CP1 e acima de CP2 a concentragéo de feno e silagem a
30% e a esquerda de CP1 e abaixo de CP2, concentracao de silagem a 70%.

20 CP2 (31,47%)
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Figura 15. Grafico biplot resultante da analise de componentes principais mostrando
a distribuicao dos tratamentos e das variaveis.

Nas Tabelas 5 e 6 foram apresentadas as correlagdes entre cada variavel e
seus respectivos componentes principais indicando aquelas varidveis que mais
discriminaram em cada eixo. Em CP1 (eixo horizontal) as variaveis mais relevantes
na discriminacdo dos grupos foram DESMO, BUT, DESMS, PROP, DESFDN,
DESFDA, CH4, N2 e CO,, nessa ordem. As variaveis com correlagdes positivas
foram responsaveis pela discriminacao de objetos ou amostras a direita em CP1 e
aquelas com correlacbes negativas foram responsaveis pela discriminacdo de
objetos ou amostras a esquerda em CP1. Assim, as variaveis DESMO, BUT,
DESMS, PROP, DESFDN, DESFDA e CO, foram responsaveis pela discriminagédo
dos grupos 2 e 3 enquanto que as variaveis CHs e N, foram responséaveis pela
discriminacao do GRUPO 1.

55



Tabela 5. Correlacdo entre varidvel e cada componente principal

DESMS DESMO DESPB DESFDN DESFDA
CP1 -0,96 -0,99 -0,27 -0,92 -0,87
CcP2 0,10 0,04 0,90 -0,28 -0,46

CP1 — componente principal 1, CP2 — componente principal 2, DESMS - desaparecimento de matéria seca, DESMO -
desaparecimento de matéria organica, DESPB - desaparecimento de proteina bruta, DESFDN - desaparecimento de
fibra em detergente neutro e DESFDA - desaparecimento de fibra em detergente acido.

Tabela 6. Correlacao entre varidvel e cada componente principal

ACE PROP BUT CH,4 (0} N2 CO-
CP1 -0,23 -0,95 -0,97 0,63 -0,01 0,61 -0,45
CP2 -0,93 0,23 -0,07 -0,76 -096 -0,12 -0,46

CP1 — componente principal 1, CP2 — componente principal 2, ACE — &cido acético, PROP — &cido propidnico, BUT —
acido butirico, CHs— metano, O,— oxigénio, N2 — nitrogénio e CO, — gas carbénico.

Quanto ao CP2 (eixo vertical) as varidveis mais importantes na
discriminagdo dos grupos foram O,, ACE, DESPB, CH4, DESFDA e CO,, nessa
ordem. As variaveis com correlagbes positivas foram responsaveis pela
discriminagdo de objetos ou amostras acima do zero em CP2 e aquelas com
correlacbes negativas foram responsaveis pela discriminacdo de objetos ou
amostras abaixo do zero em CP2. Assim, a varidvel DESPB foi a responsavel pela
discriminagcdo do GRUPO 2 enquanto que as variaveis O,, ACE, CH4, DESFDA e
CO; foram discriminantes do GRUPO 3, nessa ordem.

Os resultados obtidos com andlise multivariada de agrupamento, k-means e
andlise das componentes principais foram essenciais na discriminacdo dos
tratamentos com feno e silagem em diferentes concentragdes. Nos ultimos anos, a
analise multivariada tem sido aplicada em muitos experimentos por oferecer maior
confiabilidade aos resultados. VAL et al. (2008) trabalhando com selecao de touros,
utilizaram as técnicas multivariadas de agrupamento, k-means e analise das
componentes principais. As analises se mostraram eficientes para a classificagao
dos animais em grupos e identificacdo de padrdes de semelhanca e o0s
procedimentos multivariados permitiram resumir as informacdes apds a avaliacao
genética, promovendo maior facilidade na identificagdo dos animais mais adequados
para determinados rebanhos ou sistemas de produgdo. PINTO et al. (2005)
determinaram a avaliagcdo morfométrica de potros da raga Mangalarga Marchador a

partir da analise de componentes principais e comprovaram sua eficiéncia em
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reduzir o numero de medidas lineares e angulares necessarias para esta avaliagéo
em animais nas diferentes idades estudadas.

Os resultados obtidos para a producao in vitro de CHy4, CO2, N2, gases totais e
O,, foram mostrados na Tabelas 7 e 8, na qual foram comparadas as médias dos 4
tratamentos. A Figura 16 mostrou a diferenca na producdo de CH4 entre os
tratamentos e a Figura 17 apresenta o gas produzido e armazenado nos recipientes
plasticos apds 12 h de incubacgéo. Os resultados numéricos desta pesquisa (Tabelas
7 e 8 e Figura 16) determinaram que o volume de gas metano produzido diferiu de
acordo com a natureza dos ingredientes que compuseram a ragdo. A maior
producéo desse gas foi proveniente dos animais que receberam as ragdes contendo
70V:30C.

Os resultados da Tabela 7 demonstraram maiores concentracées médias de
Oz no tratamento com 70% de silagem e concentracbes de CO, semelhantes entre
os tratamentos com 30 e 70% de volumoso. Estes resultados podem ser
comparados aos de GASTALDI (2003) que trabalhando com concentragoes
semelhantes de feno na ra¢do (70V:30C), encontrou resultados condizentes a este
experimento. A producao de gases provenientes da fermentagdo ruminal pode variar
de acordo com a dieta utilizada, variando também a propor¢cdo de CH4, CO2 € Oy
nele contido. Além disso, a fibra € composta por carboidratos de digestdo lenta e,
quando incluido em quantidades excessivas nas dietas, pode interferir na reducao
da digestibilidade da mesma (MERTENS, 1992).

A Tabela 7 demonstrou que os valores médios para a producdo de gases
totais em 12 horas de incubacéo, diferiram significativamente de acordo com as
concentracdes de volumosos (feno ou silagem) na ragdo. Assim tratamentos com
70% de volumoso produziram mais gases do que tratamentos com 30% de
volumoso. RIVERA (2006) observou que dietas contendo 80% de feno e 20% de
concentrado, adicionadas ou ndo de monensina, apresentaram produc¢des de gases
consideraveis que nao diferiram significativamente entre si. Amostras de gases
foram avaliadas nos periodos de 9, 12 e 24 h, sendo que no periodo de 12 h houve
acréscimo na producdo de gases. CHAI et al. (2004), sugeriram que 0s gases
produzidos nas trés primeiras horas de incubacao correspondem a fermentacao dos
carboidratos soluveis e de acordo com THEODOROU et al. (1994), a medida que o
tempo de incubacdo aumenta, o volume de gases produzidos é maior devido a
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fermentacao de carboidratos estruturais na dieta.

Os resultados da Tabela 8 mostraram que maior porcentagem de concentrado
na dieta resultou em producdo de gas com menor propor¢cao de metano e maior
producao de gas carbdnico, o que pode indicar que mesmo havendo disponibilidade
de CO,, ndo houve transformacao acentuada deste em CH4, havendo trés hipbteses
para este baixo aproveitamento: 1) presenca de poucas bactérias metanogénicas; 2)
baixa atividade fermentativa das metanogénicas; ou 3) pouca liberacdo de Hs no
ambiente in vitro, motivado por vias estequiométricas que favorecem a producéo de
propionato e nado de acetato. O'MARA (2004) descreveu que a proporcao de
concentrado na dieta apresenta correlagcdo negativa com a emissdo de metano.
Concentrados apresentam em sua estrutura fisica menor quantidade de carboidrato
fibroso que forrageiras e a medida que aumentam na dieta se eleva a proporgao de
propionato e diminui-se a propor¢cao de acetato produzido no processo fermentativo,
ocorrendo algumas vezes decréscimo também de butirato (JOHNSON & JOHNSON,
1995), o que tera maior impacto na producéao final de metano. PEDREIRA (2004),
fornecendo alimentos concentrados para ruminantes, proporcionou aumento na
ingestdo de nutrientes pelos animais e reduziu a produ¢cdao do metano por unidade
de MS, MO e energia digestivel ingerida.
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Tabela 7. Concentragdes milimolares de CHy4, CO,, N2, O, e gases totais oriundos da
fermentacao de dietas contendo feno e silagem de milho e duas proporgdes

volumoso:concentrado

Tipo de Volumoso

V:C Feno Silagem Média Pr
CH,
30:70 2,02 2,12 2,07° <0,0001
70:30 4,56 4,46 4,512
Média 3,29 3,29
Py 1,000
CV (%) 14,2
CO.
30:70 1,08 1,22 1,15  0,6992
70:30 0,88 1,32 1,10
Média 0,98° 1,272
Py 0,0365
CV% 25.3
N
30:70 0,80 0,96 0,88  0,1937
70:30 1,54 0,82 1,18
Média 1,17 0,89
Py 0,2236
CV% 48,0

Gases Totais

Feno Silagem Média
30:70 4.86 5,42 5145 <0,0001
70:30 8,14 8,26 8,202
Média 6,50 6,84
Py 0,5432
CV% 18,3

(0}

30:70 1,02° 1,12° Prxv
70:30 1,20 ° 1,642 0,0202
CV% 11,8

Médias seguidas de mesma letra mindscula nédo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05). V:C = proporcao
volumoso:concentrado; Pr = Valor de p para concentrado, P, = Valor de p
para volumoso, Pgw) = Valor de p para a interagcdo volumoso X
concentrado, CV (%) = coeficiente de variacao.



Tabela 8. Concentracdes percentuais dos gases metano (CH,) diéxido de carbono
(COy), nitrogénio (N2) e oxigénio (O.) oriundos da fermentacdo de dietas
contendo feno e silagem de milho e duas propor¢des volumoso:concentrado

Tipo de Volumoso

V:C Feno Silagem Média Pr
CH4
30:70 41,5 39,6 40,5 <0,0001
70:30 56,5 54,2 55,32
Média 0,329 0,329
Py 0,1685
CV (%) 6,8
CO,
30:70 21 ,9a 22,6 a I:,rxv
70:30 8,10° 16,4° 0,0011
CV% 12,3
N2
30:70 15,9 16,6 16,2  0,3723
70:30 18,6 9,1 13,8
Média 17,3 12,8
Py 0,1104
CV% 38,6
(0}
30:70 20,6a 21 ,Oa I:’rxv
70:30 15,0P 20,22 0,0190
CV% 10,5

Médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P>0,05). V:C = proporcéo
volumoso:concentrado; Pg = Valor de p para concentrado, P, = Valor de p
para volumoso, Pyx) = Valor de p para a interagdo volumoso x
concentrado, CV (%) = coeficiente de variacao.
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Figura 16. Producao de metano (em milimol) em dietas com diferentes relacées V:C.

CHRISTOPHERSEN et al. (2008) avaliaram a producao in vitro de metano em
ovinos recebendo dietas com 35% e 70% de gréos e por meio da introducdo de
esponjas fibrosas no rumen dos animais verificaram alteracées na fermentacao
ruminal e demonstraram que menores concentracées de grdos combinadas com
esponjas de fibras apresentaram menor producao de metano. BEAUCHEMIN &
McGINN (2005) avaliaram a produgao “in vivo” de metano em bovinos alimentados
com 70% de silagem de milho e 30% de concentrado e 70% de silagem de cevada e
30% de concentrado sendo que também foram testadas dietas com altas
concentracdes de graos como milho e cevada. Os resultados obtidos determinaram
maiores producdes de metano nas dietas com maior concentragcdo de volumoso.
LANA & RUSSELL (2001) trabalharam com fermentagado in vitro de metano em
bovinos alimentados com dieta contendo apenas feno e outra contendo 90% de
concentrado e verificaram maior produ¢do de metano na dieta com feno do que na
dieta contendo concentrado. Em geral, dietas que proporcionam alta taxa de
digestao reduzem a emissao de CH, ja que o alimento ndo permanece por tempo
prolongado no rumen. A quantidade de forragem na dieta, o método de preservacao,
o estagio de crescimento da planta forrageira, o tamanho de particula e o grau de
moagem, a quantidade de graos na dieta e a adicao de lipideos e aditivos como os
ion6foros, sdo importantes componentes que afetam a producdo de metano no
ramen (JOHNSON & JOHNSON, 1995; STRADIOTTI JUNIOR et al., 2004).
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Figura 17. Garrafas com liquido ruminal colocadas em banho com temperatura

controlada e os recipientes com o0 gas armazenado produzido.

A Tabela 9 mostra os resultados percentuais obtidos para a analise do
desaparecimento “in vivo” dos alimentos no periodo de 12 h para DESMS, DESMO,
DESPB, DESFDN e DESFDA. As dietas com 70% de concentrado,
independentemente do volumoso empregado (feno ou silagem), apresentaram
resultados semelhantes para o desaparecimento da DESMS e dos nutrientes, a
excegdo de DESFDA, mais elevada em dietas com silagem. Estes resultados
obtidos para as dietas concentradas podem ser verificados tanto na analise de
variancia (Tabela 9) como na multivariada, como se observa na Figura 14, que uniu
estes dois tratamentos num sé grupo para essas variaveis. Pela analise das
componentes principais (Figura 15) no eixo CP1, as variaveis DESMS e DESMO
estdo entre as principais discriminantes deste grupo e no eixo CP2 a variavel
determinante € a DESPB. Estas dietas apresentaram maiores valores médios
(Tabela 9) para o desaparecimento de DESMS, DESMO e DESPB em 12 h de
incubagao no rumen, o que pode indicar maior digestibilidade dos concentrados. O
aumento da digestdo de MS e MO pode ser atribuido a maior concentracao de
carboidratos totais digestiveis das dietas com 70% de concentrado em relacéo os
maiores teores de carboidratos estruturais presentes nas dietas com maior
concentracdo de volumosos (PEDREIRA, 2004). De acordo com SARTI et al.
(2005) alta taxa de desaparecimento da matéria seca da silagem de milho nas
primeiras 12 h de incubacgao pode ser explicada pela presenca de graos.
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A dieta contendo 70% de feno foi a que apresentou as menores porcentagens
de desaparecimento de FDN e FDA em relagdo aos demais tratamentos, assim
como os desaparecimentos de matéria seca e matéria organica também foram
menores (Tabela 9). A discriminagdo deste tratamento foi verificada pela Figura 15
que demonstrou a concentracao das amostras contendo 70% de feno a direita de
CP1. Alimentos com alto teor de fibra diminuem o consumo de matéria seca, pois
apresentam baixa digestibilidade. Esta pode ser uma consequéncia do material
indigestivel, que pode estar preenchendo lugar na capacidade fisica do ramen. O
alimento ingerido deve ser removido do rimen via fermentacdo ou passagem para
dar espaco a entrada de consumo adicional (MERTENS et al., 1994).

Quando se avalia apenas os ingredientes nas dietas, observa-se que aqueles
que apresentam maiores teores de fibra e que no periodo de 12 h de degradacao
ruminal apresentam baixa taxa de desaparecimento de componentes da fibra vao
apresentar uma maior emissdo de metano quando comparados com alimentos que
possuem uma taxa de desaparecimento da fibra maior em 12 h de incubacao, como
observado por GASTALDI (2003).

Pelo grafico da Figura 14 a dieta com 70% de silagem apresentou maiores
valores para o desaparecimento das fibras (FDN e FDA), e de acordo com
GASTALDI (2003) o milho € um ingrediente que possui alto desaparecimento da sua
fibra.

As Tabelas 10 e 11 mostraram resultados obtidos para a producao “in vitro”
de &cidos graxos de cadeia curta. A Tabela 10 mostrou também resultados obtidos
para a relacdo C2:C3. A Figura 18 apresentou os valores médios obtidos para a
relagdo C2:C3, mostrando que houve diferenga significativa entre as diferentes
concentragbes de volumoso e concentrado entretanto, para o tratamento com 30%
de volumoso nédo houve diferenca na relacdo C2:C3. Os tratamentos com 70% de
feno e silagem foram os que demonstraram maior relagédo C2:C3.
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Tabela 9. Porcentagens dos desaparecimentos de DESMS, DESMO, DESPB,
DESFDN e DESFDA apés incubagao ruminal in situ por 12h

Tipo de Volumoso

Rel. V:C Feno Silagem Pixv
DESMS

30:70 47,12 46,42 <0,0001
70:30 34,7° 44,7°
CV% 2,5

DESMO
30:70 46,57 48,72 <0,0001
70:30 31,4° 45,5
CV% 3,4

DESPB
30:70 52,62 53,6% <0,0001
70:30 49,3 46,2°
CV% 1,4

DESFDN
30:70 26,72 28,12 <0,0001
70:30 21,1° 29,12
CV% 4,7

DESFDA
30:70 26,6° 35,9° <0,0001
70:30 11,14 42,42
CV% 4.4
Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem significativamente para um
mesmo desaparecimento, pelo teste de Tukey (P>0,05). Rel. V:C = relagao

volumoso:concentrado; Py, = Valor de p para a interagdo volumoso x concentrado, CV
(%) = coeficiente de variagao.



Tem que ser considerado que os dados de desaparecimento do substrato no
rumen e de producdo de gases sao diferentes e ndo podem ser comparados
diretamente em valores absolutos, pois, no caso do desaparecimento do substrato, é
considerado principalmente o material insolivel, enquanto que na producdo de
gases, a fracdo soluvel possui muita importancia (BRUNI & CHILIBROSTE, 2000).
BLUMMEL et al. (1997) verificaram que a producdo de gases de 200 mg de fibra em
detergente neutro (FDN) € maior do que de 200 mg da forragem integral. Eles
sugeriram que a eficiéncia com que o material fermentavel é incorporado as células
microbianas € uma explicacdo para a maior producao de gases da FDN. Entretanto,
a contribuicdo das fracGes soluveis dos alimentos para a producdo de gases,
formacdo de massa microbiana e, consequentemente para o animal, pode ser maior
do que a contribuicdo da fracao fibrosa durante as primeiras horas de fermentacéo.

O método in vitro de produgédo de metano é comumente utilizado pela rapidez,
ou quando é requerido grande numero de analises em uma determinada avaliacao.
Entretanto, o acumulo dos produtos finais da fermentagéo, assim como a dieta a que
o animal doador do liquido ruminal é submetido, podem afetar os resultados
(CHERNEY et al., 1993). Nesta pesquisa, o animal doador recebeu exatamente a
mesma dieta incubada. BUENO et al. (2005) avaliaram o efeito da espécie do animal
doador (bovino versus ovino) do liquido ruminal na produgdo de gases utilizando
forrageiras tropicais e os resultados determinaram maior taxa de fermentacdo com

liqguido ruminal proveniente de bovinos.
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Tabela 10. Concentracbes em pmol/mL dos acidos acético (ACE) propibnico
(PROP), butirico (BUT) e relagao acetato:propionato (ACE:PROP)
oriundos da fermentagéo de dietas contendo feno e silagem de milho e

duas propor¢des volumoso:concentrado

Tipo de Volumoso

V:C Feno Silagem Pixv

ACE
30:70 49,196 49,364 <0,0001
70:30 49,664 58,4362
CV% 0,6

PROP

30:70 16,6322 16,5242 <0,0001
70:30 10,032° 14,612°
CV% 1,7

BUT
30:70 6,018° 7,252 <0,0001
70:30 3,296° 6,618°
CV% 4,9

ACE:PROP

30:70 2,958°¢ 2,984° <0,0001
70:30 4,9542 3,998°
CV% 28

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem significativamente para um
mesmo acido, pelo teste de Tukey (P>0,05). V:C = proporgado volumoso:concentrado
P = Valor de p para a interacdo volumoso x concentrado, CV (%) = coeficiente de
variagao.
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Tabela 11. Concentracbes percentuais dos acidos acético (ACE), propiénico

(PROP) e butirico (BUT) oriundos da fermentacdo de dietas contendo

feno e silagem de milho e duas propor¢des volumoso:concentrado

V:C

30:70
70:30
CV%

30:70
70:30
CV%

30:70
70:30
CV%

Tipo de Volumoso

Feno Silagem Prxv

ACE
68,4: 67,4: <0,0001
78,8 05 73,3

PROP

23,5: 22,6: <0,0001
15,9 o 18,3

BUT
8,3: 9,92 <0,0001
5,3 .3 8,3

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem significativamente para um
mesmo acido, pelo teste de Tukey (P>0,05). V:C = proporgao volumoso:concentrado
Pwv = Valor de p para a interacdo volumoso x concentrado, CV (%) = coeficiente de

variagao.

umol/mL

5,00+
4,50+
4,00+
3,50+
3,00+
2,50+
2,00+
1,50
1,00
0,50+
0,00-

Fe30 Fe70 Si30 Si70

Figura 18. Relacdo C2:C3 (em pmol/mL) em dietas com diferentes concentragbes

de volumoso.
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Quando se deseja comparar dados de producao de gases in vitro com dados
in vivo, alguns pontos importantes tém que ser considerados: é dificil determinar
precisamente quais produtos resultardo da fermentacdo da fracdo sollvel dos
alimentos no riumen dos animais; a reducdo do tamanho das particulas dos
alimentos ocorre pela mastigacéo, processo este fisicamente diferente do processo
de moagem mecanica; da mesma forma, a simulagdo da taxa de passagem no
sistema in vitro € problematica. Mas, apesar destas consideracdes, os dados de
producdo de gases podem contribuir para o entendimento da digestdo ruminal e
descricao dos diferentes alimentos e assim predizer a performance animal de forma
mais exata (GASTALDI, 2003).

Uma utilidade alternativa e pouco explorada do sistema de producgéo de gas in
vitro € como indicador do “status” interno do rumen (CHILIBROSTE et al., 1999),
podendo ser empregado para descobrir mudancas na capacidade digestiva “in vivo”
ou elucidar limitagdes digestivas de um substrato.

Segundo BRUNI & CHILIBROSTE (2000) o sistema de produg&o de gés in
vitro pode ser utilizado, ainda, como indicador do metabolismo do carbono de
maneira alternativa ao desaparecimento do substrato, centrando a atencdo nos
produtos finais da fermentagdo (didéxido de carbono, metano e acidos graxos
volateis). A concentracdo mais elevada de &cido acético em pumol/mL pode ser
observada na dieta com 70% de silagem (Tabela 10) e os valores médios mostrados
nos demais tratamentos nédo apresentaram diferencas significativas entre si. Embora
a concentracdo de acetato tenha sido maior na silagem ndo houve diferenca
significativa para a producdo de metano em relacdo ao feno e de acordo com
MILLER (1995), mesmo o acetato sendo um importante substrato para a produgao
de CH4, sdo poucas as metanogénicas que utilizam o grupo metil do acetato para
este fim, sendo 0 H> e o CO, os substratos mais importantes, considerando ainda
gue a maioria das metanogénicas utiliza a metanol oxidase para produzir os elétrons
necessarios a reducéo de moléculas de metanol a CHys.

Para a concentracao de acido propidnico, foram apresentados valores médios
maiores para os tratamentos com 30% de volumoso e maior producdo de acido
butirico foi determinada nos tratamentos contendo silagem de milho. Estas
informacdes foram confirmadas pelo grafico da Figura 14. Na Tabela 8 pode ser
notado que a maior concentracao percentual de CH4 se referiu ao tratamento com
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70% de feno. Pela analise das componentes principais (Figura 15) a variavel CH4 foi
bastante importante na discriminacdo do GRUPO 1 (70% de feno). TAJIMA et al.
(2000) verificaram maiores concentragées de acido acético em animais alimentados
com maior quantidade de feno em comparacdo aos que receberam dieta com
predominancia de graos, onde foi observada maior producéo de propionato. LANA &
RUSSELL (2001) trabalhando com dietas para bovinos contendo somente feno e
outra 90% de concentrado verificaram que as bactérias provenientes da dieta rica
em concentrado produziram menos acetato e mais propionato que bactérias
provenientes de dieta de volumoso, além disso, a relacdo C2:C3 também foi maior
na dieta volumosa.

A relagao C2:C3 diferiu de forma significativa nos tratamentos com diferentes
concentracdes de volumoso (70% e 30%), e ndo apresentou diferenca entre os
tratamentos contendo 30% de volumoso (feno ou silagem). Entretanto houve
diferenga significativa no tratamento com 70% de feno em relagdo ao tratamento
com 70% de silagem, como pode ser observado na Tabela 10 e na Figura 18. Isto
pode ser explicado em virtude da baixa disponibilidade de carboidratos nao fibrosos
no feno (FRANCE & SIDDONS, 1993). Nas dietas com alta propor¢do de volumoso
a fermentagdo ruminal ocorre preferencialmente pela via do acetato (CHURCH,
1998). Acetato e butirato promovem a producdo de metano enquanto o propionato
pode ser considerado um competidor pelas vias de uso de H. no rumen (MOSS,
2000). Segundo KOSTER et al. (1996) animais recebendo concentrado
apresentaram menor propor¢cdo de 4&cido acético que animais alimentados
exclusivamente com volumoso. Ainda, os animais alimentados com elevadas
porcentagens de concentrado apresentaram pH ruminal normalmente menor que
6,0. A inabilidade das bactérias de dietas com maior proporcdo de concentrado em
produzir grande quantidade de metano e aumentar a relacdo C2:C3 € consistente
com o efeito inibitério da acidez sobre a metanogénese (LANA & RUSSELL, 2001).

De acordo com JOHNSON & JOHNSON (1995) o tipo de fermentacao
resultante pode variar de alta emissdao de metano, caracterizado por uma alta
relagdo C2:C3, a uma baixa emissdo de metano caracterizado por uma menor
relacdo C2:C3. Isto também pode ser explicado em virtude da baixa disponibilidade
de carboidratos nao fibrosos no feno, enquanto que a relagao foi diminuida quando
os niveis de concentrado na dieta aumentou (FRANCE & SIDDONS, 1993). Tewatia
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et al. (1997), Urbaniak & Przybecki, 1995 e Chapaval et al. (2008) observaram
diminuicdo na propor¢do molar de acetato quando houve inclusdo de concentrado
na alimentacdo de ruminantes, o que concorda com o0s resultados deste trabalho.
Dietas com maior quantidade de concentrado requerem baixo tempo de ruminagao,
consequentemente, reduzem a secrecao salivar em relacdo a producdo de AGCC
(JRSKOV & RYLE, 1990).

4.2. DNA gen6émico

Apébs a separagao dos microrganismos solido aderidos do contetdo ruminal
as amostras ruminais foram submetidas a lise fisica por meio de “glass beads” e N,
liguido, e os materiais genéticos obtidos foram mostrados nas Figuras 19 e 20,
respectivamente. O DNA obtido com maceracdo com “glass beads” apresentou
maior integridade em comparacao ao DNA obtido por maceragao com N liquido.

12000pb 4

Figura 19. Material genético de amostras de microrganismos metanogénicos do
rumen obtido por lise fisica a partir de “glass beads”. MM: Marcador de
tamanho molecular 1kb.
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12,000 pb —p

Figura 20. Material genético de amostras de microrganismos metanogénicos do
rumen obtido por lise fisica a partir de N.. MM: Marcador de tamanho
molecular 1kb.

Embora o protocolo que utilizou “glass beads” tenha possibilitado a obtencgao
de material genético com qualidade superior ao protocolo com N liquido, os dois
protocolocos permitiram realizar amplificacdes por PCR. A relagdo 260/280 nm
calculada para caracterizar a pureza do DNA foi de 1,2 a 1,3 para o protocolo com
N2 liquido e de 1,3 a 1,6 para o protocolo com “glass beads”, ficando abaixo do
parametro ideal (1,8 a 2,0), sendo necessario realizar a purificagdo destes materiais
genéticos.

As maiores vantagens apresentadas por estes protocolos foram a
simplicidade e a rapidez de sua realizagdo em laboratorio. TAJIMA et al. (1999)
testaram dois protocolos de extracdo de DNA de microrganismos presentes no
rumen de bovinos. No primeiro protocolo eles utilizaram reagentes de lise celular
como N-lauril sarcosina e proteinase K e no segundo protocolo foi feita a lise fisica
por meio de congelamento e descongelamento das células. Apds andlises
preliminares desses materiais genéticos eles optaram pelo protocolo de lise fisica
para construcao de bibliotecas.
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A padronizacdo de protocolos de extracdo de DNA é importante porque
determina o método mais eficiente, rdpido e sensivel para isolar pequenas
quantidades de DNA a partir de um numero limitado de células (GRIFFIN, et al.,
2002). O parametro qualidade é decisivo para a obtencdo de bandas por PCR
(FORBES, 2003) e isso decorre, principalmente, do fato de que na presenca de
residuos contaminantes que resultam do processo de extracao, tais como o fenol, a

acdo da enzima Taq DNA polimerase é prejudicada (VELOSO, et al., 2000).

4.3. Deteccao das ORFs

Apos a obtencdo do DNA das amostras de conteldo ruminal referentes aos
quatro tratamentos estudados, foi feita amplificacdo das sequéncias especificas
correspondentes as ORFs codificadoras da enzima CHO-MFR presentes no DNA
das arqueias, como observado na Figura 21. Nesta figura, a ORF Mmp 200, com
altura de banda esperada de aproximadamente 600 pb, foi detectada nos materiais
geneéticos referentes aos tratamentos T1 e T3, a ORF Mmp 508 apresentou bandas
nos tamanhos esperados de 500 pb, nos materiais genéticos relacionados aos
tratamentos T1, T3 e T4, a ORF Mmp 512 foi detectada no material genético
referente ao tratamento T3, apresentando tamanho esperado de 1200 pb, a ORF
Mmp 1244 esteve presente no DNA referente ao T3, com tamanho esperado de
bandas em torno de 400 pb, a ORF Mmp 1249 pode ser detectada no DNA referente
ao tratamento T3, apresentando banda de tamanho molecular de aproximadamente
600 pb e a ORF Mmp 1691 também amplificou o DNA relacionado ao tratamento
T3, com tamanho aproximado de 1200 pb.
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Figura 21. Amplificacdo das sequéncias especificas de arqueias relativas as ORFs
Mmp 200, Mmp 508, Mmp 512, MMp 1244, Mmp 1249 e Mmp 1691. Mm:
Material genético da linhagem da arqueia M. maripaludis, MM, marcador de
tamanho molecular 1 kb.

O DNA correspondente ao tratamento contendo 70% de silagem (T3) foi o
que permitiu maior nimero de amplificacdes de bandas relacionadas as ORFs
referentes a enzima CHO-MFR. Os materiais genéticos relacionados aos
tratamentos com 30% de volumoso apresentaram menos amplificacées de bandas
para estas ORFs, sendo que o correspondente ao tratamento T2 (30% de feno) nao
apresentou nenhuma amplificagcdo de bandas para as ORFs e o do tratamento T4
(30% de silagem) amplificou apenas a regidao do DNA correspondente a ORF Mmp
508. Os materiais genéticos dos tratamentos com maior quantidade de volumoso
(feno ou silagem) foram os que determinaram mais amplificagbes para a regiao
relacionada a enzima CHO-MFR. Isto pode ser explicado devido ao fato de que
quando ruminantes sdo alimentados com forragem e/ou dietas volumosas, o pH
ruminal permanece proximo da neutralidade em decorréncia do estimulo a
ruminacdo havendo, por consequéncia, uma grande producdo de saliva que atua
como substancia tampdo natural do fluido ruminal (ARAUJO et al., 2006). A
presenca de grandes quantidades de concentrado na dieta ou a sua exclusividade
na alimentacdo de ruminantes reduz o pH do ambiente ruminal. Considerando-se

que os microrganismos metanogénicos sao pH sensitivos (CHURCH, 1993) é de se
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esperar que a producdo de metano neste ambiente ruminal também seja menor.
BEUVINK & SPOELTRA (1992) verificaram que a relagdo entre produgédo de gas e
desaparecimento do substrato pode nao ser linear quando o pH esta abaixo de 6,2,
sendo imprescindivel a utilizacao de tampdes para garantir que 0 mesmo permaneca
acima deste valor durante a fermentagéo.

A dificuldade de deteccao destes genes no material genético de arqueias para
alguns tratamentos pode significar que a presenga de certos microrganismos esteja
relacionada a alteragées que ocorrem na fauna ruminal visto que, no processo de
fermentacdo anaerdbia, durante o metabolismo dos carboidratos, pode haver maior
ou menor producao de CO, e CH4 dependendo da concentragéo e proporcao relativa
dos acidos produzidos (LUCCI, 1997). Racdes com alta digestibilidade apresentam,
geralmente, baixo teor de fibra e alto teor de amido e de lipidios, que proporcionam
reducdo na emissao de metano, pois bactérias que fermentam o amido podem
competir com as metanogénicas pelo hidrogénio livre para a producéo de propionato
(RUSSELL,1998). As arqueias mistas ruminais perdem a habilidade de produzir
metano a partir de hidrogénio e didéxido de carbono em baixo pH e alta concentragao
de acidos graxos de cadeia curta (VAN KESSEL e RUSSELL, 1996).

Para que os produtos de PCR pudessem ser eluidos e purificados foi
necessario concentrar a amplificacdo do produto, para isso foram feitas quatro
reacdes de PCR para cada ORF detectada nos tratamentos e assim foram aplicados
80 uL da reacao nas canaletas do gel de agarose, obtendo um resultado semelhante
ao observado na Figura 21, mas com as bandas mais concentradas. Ap6s a
purificacdo do DNA eluido foram feitas tentativas de sequenciamento com este
produto e os resultados obtidos nao foram satisfatérios. Foi aplicada entdo outra
estratégia, em que os produtos purificados foram novamente amplificados por PCR e
o produto desta amplificacdo foi usado no sequenciamento como mostrado na
Figura 22. O cromatograma da Figura 23 demonstrou a qualidade das sequéncias
que foram analisadas.

Foi realizado o sequenciamento das regides do DNA que corresponderam as
ORFs Mmp 508, Mmp 1244 e Mmp 1249 confirmando a deteccdo e o tamanho
aproximado das bandas amplificadas para cada tratamento. As sequéncias obtidas
apos o sequenciamento do DNA das arqueias podem ser observadas no Anexol. A
presenca das ORFs Mmp 200, Mmp 512 e Mmp 1691, foi confirmada no DNA das
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arqueias considerando apenas o tamanho das bandas comparado aos padrbdes de

M. maripaludis, sendo necessario o sequenciamento destes materiais genéticos para

maior comprovacgao desta informacao.

500pb —

250 pb —p|

MM 508 1244 1249

75

Figura 22. PCR dos produtos de amplificacées correspondentes as ORFs Mmp 508,
Mmp 1244 e Mmp 1249. MM. Marcador de tamanho molecular 1 kb.

L

140 150 160 170 180 190 200 210
BT AT TGTATATCCGTTOTATTAACT T TTTAGTAAT CTGGTTGT TGTCACCAAGCGAAGTAATTAATGGAATGCCGTGTTOTT

il

Figura 23. Cromatograma representando parte da sequéncia da ORF Mmp 1244 do

T3, obtida por sequenciamento direto do produto da PCR.



Apbés o sequenciamento, as sequéncias correspondentes as ORFs Mmp
1244, Mmp 508 e MMp 1249 foram alinhadas com sequéncias de microrganismos
como M. maripaludis, M. mazei, M. barkeri e outros relacionados com a enzima
CHO-MFR. A Figura 24 mostra o alinhamento obtido para sequéncia correspondente
a ORF Mmp 1244. J&a foi determinado que pelo menos trés arqueias da fauna
ruminal (Methanosarcina barkeri Fusaro, M. mazei e Methanococcoides burtonii)
apresentam esta enzima na via metabdlica da metanogénese (HENDRICKSON et
al., 2004).

Figura 24. Alinhamento da sequéncia correspondente a ORF Mmp 1244 com outras

sequéncias de metanogénicas, obtido pelo BLAST.

4.4. Filogenia das arqueias pela regiao 16S rDNA

Os resultados da extracdo de DNA obtido a partir do protocolo com “glass
beads” possibilitaram a amplificacdo de material genético correspondente a regiao
16S rDNA, entretanto, como surgiram muitas bandas inespecificas foi necessario
otimizar a reacdo. Para isto, a reacdo foi submetida a variacbes de temperatura
entre 48°C a 59°C, sendo que a que proporcionou melhor resultado foi a
temperatura de 54°C, como observado na canaleta sete da Figura 25, que néo
apresentou bandas inespecificas.
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Figura 25. Otimizagdo da reagdo para a regidao 16S rDNA usando termociclador

gradiente, com variagdo de temperaturas entre 48°C a 59°C. MM: Marcador

de tamanho molecular 1kb.

Ap6s a otimizacdo da temperatura ideal para a amplificacdo do material
genético correspondente a regiao 16S rDNA, foram feitas as PCRs para os quatro
tratamentos, como pode ser observado na Figura 26. Diversos estudos vém sendo
realizados a partir da utilizacdo do gene 16S rDNA tornando possivel investigar e
determinar posicoes filogenéticas de varias comunidades de microrganismos no
ambiente (HENTSCHEL et al., 2002). A verificacdo da diversidade genética usando
sequéncias 16S rRNA também foi observada nos estudos feitos por WRIGHT et al.
(2004) para a comparacao de populagbes metanogénicas em ruminantes e além
disso, conseguiram determinar seis novas espécies de arqueias metanogénicas no
rumen de ovinos. SKILLMAN et al. (2004) utilizaram a regiao conservada 16S rDNA
e a partir da construcdo de bibliotecas genémicas e verificacdo da homologia de
sequéncias e analise filogenética, eles obtiveram informagdes sobre a diversidade
de microrganismos metanogénicos do rimen de bovinos. AN et al. (2005), por meio
da regiao 16S rDNA verificaram a diversidade de procariotos no rimen de bovinos e
identificaram nove sequéncia relacionadas com Ruminiciccus albus, além de
bactérias ndo cultivaveis. WHITBY et al. (2004) verificaram a diversidade molecular
em arqueias pela utilizacdo das sequéncias 16S rDNA e por meio da comparacao de
endonucleases de restricdo puderam verificar 71 linhagens de microrganismos
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metanogénicos em lagos de &gua doce. SILVEIRA (2004), utilizou DNA
metagenémico do solo e a partir da regido 16S rDNA identificou diversas
comunidades bacterianas ndo cultivaveis e ainda ndo classificadas

filogeneticamente.

MM T1 T2 T3 T4

1000pb ——» || ——— Pr—

Figura 26. Amplificagdo da regidao 16S rDNA em arqueias metanogénicas do rimen,
correspondentes aos tratamentos T1, T2, T3, e T4. MM: marcador de

tamanho molecular 1kb.

Apébs a obtencdo do DNA gendmico e utilizando-se sequéncias especificas
de oligonucleotidios iniciadores para o gene da subunidade ribossomal 16S foi feita
a clonagem em pGEM-Teasy, transformacao bacteriana (Figura 27), extragdo do
DNA plasmidial, preparo das bibliotecas em ftriplicata e posterior sequenciamento de
arqueias metanogénicas referentes aos quatro tratamentos, também em triplicata
para assegurar maior confiabilidade aos resultados. Na Figura 28 foram observadas
irregularidades quanto ao tamanho molecular dos plasmidios obtidos, principalmente
no eletrofograma correspondente ao tratamento T3, com 70% de silagem, que
determinou maior diversidade em relacdo aos demais tratamentos devido aos

diferentes insertos clonados. Os resultados da transformacao bacteriana usando
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linhagem de E.coli DH10b foram satisfatérios devido a presenga de inumeras
colénias brancas contendo o inserto de interesse referente a regido 16S rDNA,
clonado no vetor pGEM-T.

Figura 27. Fotografia dos transformantes. A seta indica a presenca de coldnias

brancas referentes a linhagem de E. coli DH10b transformada.

Ap6s o sequenciamento, além das sequéncias também foram gerados
cromatogramas (Figura 29) que possibilitaram determinar a qualidade do material
sequenciado. Foi gerada uma matriz de similaridade a partir das sequéncias
alinhadas, agrupando em possiveis OTUs usando o programa Dotur.

O estudo envolvendo a amplificacdo, clonagem e sequenciamento da regido
16S rDNA, demonstrou ser eficiente para avaliagdo de microrganismos
metanogénicos. Mais de 1000 sequéncias de clones foram analisadas e apds o
sequenciamento, foi determinada a qualidade do material sequenciado e
comparadas pelo programa BLAST no banco GenBank, para uma prévia
identificag&o dos clones sequenciados.
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Figura 28. Visualizagdo do DNA plasmidial obtido de amostras de conteudo ruminal
referente aos tratamentos T1, T2, T3 e T4.

320 330 340 350 360 370 380 390
GCCGOGAGCATGCGACCGTCGGOCCCAATTCGCCO TATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTT TTACA

| L

Figura 29. Cromatograma representando parte da sequéncia 16S rDNA de um dos

tratamentos obtida por meio do sequenciamento do fragmento inserido no
vetor, com o primer universal SP6.
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As analises do BLAST determinaram no tratamento T1, 96 sequéncias
relacionadas a familia Methanobacteriaceae, 47 sequéncias referentes a arqueias
nao cultivaveis e 60 sequéncias relativas a arqueias nao conhecidas. No tratamento
T2 foram determinadas 125 sequéncias referentes a familia Methanobacteriacea, 42
foram referentes a arqueias nao cultivaveis e 32 a arqueias desconhecidas. Para o
tratamento T3 foram observadas 30 sequéncias referentes a familia
Methanobacteriacea, 18 sequéncias referiram-se a familia Methanomicrobiacea, 43
sequéncias foram referentes a arqueias nao cultivaveis e 118 sequéncias de
arqueias nao conhecidas. No tratamento T4 foram 173 sequéncias referentes a
familia Methanobacteriacea, 31 estiveram relacionadas com arqueias nao cultivaveis
e 25 foram relacionadas a arqueias desconhecidas. Os totais de sequéncias
analisadas foram 203, 199, 209 e 229 respectivamente para cada tratamento. As
metanogénicas estdo presentes no rumen em grande quantidade que pode variar
entre 10’ a 10° cel/mL de liquido ruminal dependendo da dieta fornecida ao animal
(KAMRA, 2005). TAJIMA et at. (2000) verificaram a influéncia da dieta em
populagdes de bactérias no rimen por meio de clonagem e sequenciamento. Todas
as sequéncias utilizadas como referéncia foram obtidas do GenBanK database, a
homologia das sequéncias foi feita por meio do BLAST e apds o alinhamento e
analise da diversidade eles observaram a prevaléncia de bactérias produtoras de
lactato em meio com maior acidose. PEREIRA (2003) avaliou a diversidade de
bactérias em solos sob cultivo e solos de florestas e apdés submissdo das
sequéncias fastas ao programa BLAST foi feita analise filogenética que permitiu a
observagédo de maior numero de filos no solo sob florestas.

As sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com outras
sequéncias presentes em bancos como o Ribossomal Database (RDP). Foi possivel
identificar microrganismos da familia Methanobacteriaceae incluindo 0s géneros
Methanobrevibacter, —Methanosphaera, Methanothermobacter e da familia
Methanomicrobiaceae contendo o género Methanoplanus.

A Tabela 12 apresenta a classificacdo das sequéncias analisadas nos
tratamentos contendo 70% e 30% de feno e de silagem a partir do banco RDP.
Nesta tabela, observa-se que o tratamento contendo 70% de silagem apresentou a
familia Methanomicrobiaceae, ausente nas analises feitas nos outros tratamentos e

muitos microrganismos desconhecidos, que possivelmente devido a caréncia de
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padrées conhecidos, nado foram classificados dentro do Dominio Archaea. O
tratamento com 70% de feno apresentou maior numero de sequéncias de arqueias
ainda nao identificadas, incluindo algumas relacionadas com Euryarchaeotas néo
classificadas. Embora a propor¢do dos alimentos volumosos tenha sido a mesma
nas dietas, o feno € uma forragem mais grosseira que permite determinar uma taxa
de passagem da fibra mais lenta, que proporciona um maior numero de
microrganismos celuloliticos no rimen (BRYANT & BURKEY, 1953), além disso, 0
feno moido permite maior amplitude de acdo dos microrganismos sobre a fibra
(SILVA et al., 2007). Os tratamentos contendo 30% de volumoso demonstraram
menor diversidade visto que apresentaram menos clones similares a diferentes
géneros e, além disso, obtiveram menor niumero de sequéncias desconhecidas,
como comprovado pelas analises do BLAST. Os tratamentos contendo 70% de
volumoso apresentaram maior diversidade de microrganismos e pelas andlises do
BLAST foram os que demonstraram maior numero de arqueias desconhecidas ou
nao classificadas. As sequéncias dos organismos nédo classificados agrupados com
alguns géneros de arqueias sao indicadores importantes de que possam pertencer a
grupos de microrganismos ndo cadastrados no banco de dados ou ainda néo
identificados.

De acordo com WOLIN et al. (1997) diversas espécies de metanogénicas tém
sido isoladas dos ruminantes, mas considerando o alto nUmero de microrganismos

no ambiente ruminal é provavel que a maioria ainda necessite de identificacao.
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Tabela 12. Classificacdo das sequéncias dos tratamentos com feno e silagem
analisados no banco de dados RDP

Tratamento com 70% de Fe Sequéncias Tratamento com 30 % de Fe Sequéncias
Dominio Archaea 180 Dominio Archaea 72
Filo Euryarchaeota 180 Filo Euryarchaeota 72
Classe Methanobacteria 177 Classe Methanobacteria 72
Ordem Methanobacteriales 177 Ordem Methanobacteriales 72
Familia Methanobacteriaceae 177 Familia Methanobacteriaceae 72
Género Methanothermobacter 4 Género Methanosphaera 32
Género Methanosphaera 2 Género Methanobrevibacter 22
Género Methanobrevibacter 17 Methanobacteriaceae nao classificadas 18
Methanobacteriaceae nao classificadas 154 - -
Euryarchaeota nao classificadas 3 - -
Microrganismos desconhecidos 19 Microrganismos desconhecidos 3

Tratamento com 70% de Si Sequéncias Tratamento com 30 % de Si Sequéncias
Dominio Archaea 98 Dominio Archaea 103
Filo Euryarchaeota 98 Filo Euryarchaeota 103
Classe Methanobacteria 65 Classe Methanobacteria 103
Ordem Methanobacteriales 65 Ordem Methanobacteriales 103
Familia Methanobacteriaceae 65 Familia Methanobacteriaceae 103
Género Methanobrevibacter 3 Género Methanobrevibacter 68
Género Methanosphaera 62 - -

- - Methanobacteriaceae néao classificadas 35
Methanomicrobiaceae néo classificadas 30 - -
Classe Methanomicrobia 33 - -
Ordem Methanomicrobiales 32 - -
Familia Methanomicrobiaceae 32 - -
Género Methanoplanus 3 - -
Microrganismos desconhecidos 112 - -

Uma matriz de similaridade das sequéncias alinhadas foi gerada pelo
programa MEGA, agrupando em possiveis OTUs que podem ser observados nas
Figuras 30, 31, 32, 33 e 34. Na Figura 30 pode-se verificar que grande parte das
sequéncias se encontrou agrupada junto a organismos metanogénicos néo
identificados e os padrdes de espécies mais proximo a que se associaram foram M.
stadtmanae e M. bryantii. No filograma da Figura 31 parte das sequéncias foi
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agrupada proxima a M. smithii, outras a M. stadtmanae e uma foi similar a M. mébile
sendo que a maioria das sequéncias se agruparam com metanogénicas
desconhecidas. O filograma referente a Figura 32 determinou que a maioria das
sequéncias foram agrupadas junta a M. stadtmanae, outras agruparam-se proximas
aos padrdes M. mobile, M. mazeii e H. halobium , entretanto, o tratamento com 70%
de silagem de milho foi o que apresentou maior numero de sequéncias
desconhecidas pelas andlises do BLAST e seu filograma nao representa esta
realidade visto que foi necessario eliminar muitas sequéncias para que esta arvore
pudesse ser gerada, assim foi importante inserir a Figura 33 que apresenta todas as
sequéncias, porém sem 0s respectivos padrées. Este problema pode ter ocorrido
devido a falta de mais padrdes de arqueias necessarios para se determinar o
alinhamento. Na Figura 34, puderam ser observados muitos clones agrupados com
microrganismos metanogénicos desconhecidos e outros que se agruparam junto aos
padrdes M. smithii, M. bryantii, M. stadtmaniie M. mazeii.

WHITFORD et al. (2001) estudaram a filogenia de organismos metanogénicos
do rimen de bovinos alimentados com 65% de dieta volumosa contendo feno de
alfafa e silagem de milho e 35% de concentrado e a partir da analise de 41
sequéncias de 16S rDNA determinaram a relacdo entre espécies e clones, sendo
que a maioria se agrupou junto a M. ruminantium e alguns a M. stadtmanae.
Diferente deste trabalho, eles ndo encontraram nenhum clone referente a classe
Methanomicrobia. Entretanto PEI et al. (2008), analisando diversidade de arqueias
no rumen de bois por meio de sequéncias 16 S rRNA, obtiveram OTUs e fizeram
comparagbes com sequéncias depositadas no GenBank. Foi verificada pela analise
flogenética a presenca de clones que se relacionaram a microrganismos dos
géneros Methanobrevibacter, Methanobacterium, Methanosphaera e
Methanomicrobium e, além disso, eles determinaram sequéncias de arqueias
desconhecidas e sugeriram que isto possa indicar a existéncia de outras espécies
de metanogénicas no rumen. TAJIMA et al. (2001) estudaram a diversidade
molecular de arqueias do rimen de bovinos e analisaram sequéncias 16S rRNA.
Eles utilizaram dois pares de primers para a montagem das bibliotecas e verificaram
diversas  sequéncias  similares aos  géneros Methanomicrobium e
Methanobrevibacter. De forma semelhante, SKILLMAN et al. (2006) amplificaram por
PCR genes 16s rRNA de arqueias utilizando primers especificos para arqueias,
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montaram bibliotecas e sequenciaram os clones. Eles determinaram sequéncias
similares a varias espécies de arqueias entre elas Methanobrevibacter. ruminantium,
Methanobrevibacter smithii, Methanobrevibacter thaueri e Methanosphaera
stadtmanii, com este estudo eles sugeriram que a diversidade dos microrganismos
metanogénicos pode ser afetada pela seletividade dos primers utilizados. WRIGHT
et al. (2007) verificaram a diversidade molecular de arqueias no rumen de bovinos
provenientes de duas localizacbes geograficas no Canada. Entre as diversas
sequéncias analisadas foram verificadas algumas similares a M. ruminantium e
clones nao identificados. Outras sequéncias foram similares as ordens
Methanobacteriales, Methanomicrobiales e Methanosarcinales, porém, eles nao
encontraram nenhuma sequéncia similar aos géneros Methanobacterium,
Methanomicrobium e Methanosarcina. Estudos anteriores realizados por SHIN et al.
(2004) e TAJIMA et al. (2001), detectaram vérias espécies pertencentes a estes
géneros. Alguns estudos mostraram que a maioria dos microrganismos
metanogénicos detectados no rumen pertencem a familia Methanobacteriaceae e
frequentemente as espécies mais encontradas sdo as do género
Methanobrevibacter (SKILLMAN et al., 2004; WRIGHT et al., 2004). OHENE-ADJEI
et al. (2007) efetuaram estudos filogenéticos de sequéncias de metanogénicas do
rumen de ovinos e também utilizaram o Ribossomal Database, além de analisarem
bibliotecas pelo software DOTUR. Como neste trabalho, eles encontraram uma
prevaléncia de sequéncias de clones relativos a familia Methanobacteriacea. SHIN
et al. (2004), analisaram a filogenia de arqueias presentes no fluido, sélido e epitélio
ruminal de bovinos por meio de primers especificos para arqueias. No epitélio e no
fluido eles determinaram um grupo maior de clones que se assemelhou a familia
Methanomicrobiaceae, ja no solido ruminal a maioria dos clones se agrupou proximo
a familia Methanobacteriaceae, sendo também encontradas metanogénicas nao

identificadas.
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Figura 30. Filograma de sequéncias parciais de 16S rDNA do tratamento com 70%
de feno, agrupado por filo. O eletroforograma foi construido a partir de uma
matriz de distancia Jukes-Cantor pelo método Neighbor-Joining. A escala
representa o niumero de substituicdes por base.
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Figura 31. Filograma de sequéncias parciais de 16S rDNA do tratamento com 30%
de feno, agrupado por filo. O eletroforograma foi construido a partir de uma
matriz de distancia Jukes-Cantor pelo método Neighbor-Joining. A escala
representa o numero de substituicdes por base.
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Figura 32. Filograma de sequéncias parciais de 16S rDNA do tratamento com 70%
de silagem, agrupado por filo. O eletroforograma foi construido a partir de
uma matriz de distancia Jukes-Cantor pelo método Neighbor-Joining. A
escala representa o numero de substituicdes por base.
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Figura 33. Filograma de sequéncias parciais de 16S rDNA do tratamento com 70%

de silagem, agrupado por filo. O eletroforograma foi construido a partir de

uma matriz de distancia Jukes-Cantor pelo método Neighbor-Joining. A

escala representa o numero de substituicdes por base.
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Figura 34. Filograma de sequéncias parciais de 16S rDNA do tratamento com 30%

de silagem, agrupado por filo. O eletroforograma foi construido a partir de

uma matriz de distancia Jukes-Cantor pelo método Neighbor-Joining. A

escala representa o numero de substituicdes por base.



As andlises do programa DOTUR permitiram obter relacdo entre 25
sequéncias referentes a espécies no tratamento com 70% de feno (T1), 23
sequéncias referentes a géneros e para familias foi determinada relagcao de 18
sequéncias (Figura 35). No tratamento contendo 30% de feno (T2) foram
determinadas 31 sequéncias relativas a espécies, 25 sequéncias a géneros e 21
para familias (Figura 36). Para o tratamento com 70% de silagem (T3) foram
determinadas 70 sequéncias referentes a espécies, 64 sequéncias para 0s géneros
e 43 sequéncias entre familias (Figura 37). No tratamento composto por 30% de
silagem (T4) a variagédo entre as sequéncias analisadas foi bastante baixa sendo 5
sequéncias referentes a espécies, 4 sequéncias referentes a géneros e 3 referentes
a familias (Figura 38).
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Figura 35. Curva de Rarefacédo das analises do Dotur usando Algoritmo Neighbor-
Joining nas sequéncias da biblioteca 16S rDNA do tratamento T1 (70% de

feno).
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Figura 37. Curva de Rarefacdo das analises do Dotur usando Algoritmo Neighbor-
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Figura 38. Curva de Rarefacdo das analises do Dotur usando Algoritmo Neighbor-
Joining nas sequéncias da biblioteca 16S rDNA do tratamento T4 (30% de
silagem).

No presente trabalho, no tratamento T1 foram verificadas aproximadamente
37 sequéncias de clones que nao apresentaram diferengas entre si, no tratamento
T2, foram observadas mais de 100 sequéncias que néo se diferenciaram entre si, no
tratamento T3, mais de 80 sequéncias de clones ndao foram diferenciadas e no
tratamento T4, a diversidade foi bem baixa devido ao elevado nimero de sequéncias
iguais, que foi de aproximadamente 180. Estes resultados confirmaram as analises
feitas pelo BLAST e pelo banco de dados RDP que mostraram maior diversidade
nos tratamentos contendo 70% de volumoso e determinaram que houve variagdo da
fauna microbiana no ramen em relacdo aos diferentes tratamentos, como
comprovado anteriormente pelas andlises de producdo de metano, AGCC e

desaparecimento da MS e nutrientes das dietas.
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5. CONCLUSOES

» A mensuracgdo in vitro dos gases permitiu avaliar a producdo de CH4, O,, CO» €
N, além dos gases totais, em dietas com diferentes proporgcoes
volumoso:concentrado, determinando que houve variagdo na producdo de
metano e na microbiota ruminal quanto as dietas fornecidas aos animais, visto
que as dietas contendo 70% de feno e silagem, apresentaram maior producao
de metano e maior relacdo C2:C3 em relacdo as dietas com 70% de
concentrado;

» A aplicacao da metagenbmica, a utilizacdo da regidao conservada rDNA 16S e o
sequenciamento de arqueias presentes na fracao solida do contetudo ruminal,
permitiram a deteccdo de sequéncias de clones que se aproximam de alguns
padrées de arqueias ruminais conhecidos sendo que a maioria dos clones foram
referentes a microrganismos néo cultivaveis ou desconhecidos;

» As sequéncias de primers referentes as ORFs associadas a enzima CHO-MFR
detectaram maior numero de amplificagbes nos tratamentos com 70% de
volumoso;

» As dietas contendo maior proporcdo de alimento volumoso foram as que
apresentaram maior diversidade de arqueias metanogénicas no riumem dos
bovinos, sendo que a dieta com 70% de silagem de milho apresentou maior

diversidade filogenética das arqueias ruminais.
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Anexo 1. Sequéncias correspondentes as ORFs Mmp 508, Mmp 1244 e Mmp 1249
obtidas do material genético de arqueias do rimen de bovinos.

Mmp 508

CTCTGGGTCATTTGAAGAGTAGTTGATTCTGGATTCCCGACTGCGGGAGCGTTC
ATTGGAATTCAGATGTATAATTTTTCAAAAGAATTACTAAATTTTAGTAATGATGAT
CGAATCTACGTTGTAAGCGAGACTTACAATTGCTTACCCGACGCTTTTCAAATTT
TAGGTAATGCTACCACAGGAAATAAGGGTTTAAGGATAGAAGACCATGGTAAAA
TGGCTGCAGGGATCAACCCTTGGGCTCCTGCAGGAGATAATATAAAAGGAGTTC
GTATAATTTTAGATCCTAAAAAACTGTGAATTATCCCTTACTTCATGCTGGGACAT
GAATACTGCTAANGTTCTCATAAAGATGCGTATCTGACTTTTGAAAGCNGGAAAG
GCGNTTTTCGNAGATTTTCGGGGGGTGAACAA

Mmp 1244

CATGAGAGTCTCTGTTTCCATTATATCACCCAAAGAACACTTCCTTCCATTAATTA
CTTCGCTTGGTGACAACAAGCAGATTACTAAAAAGTTAATAGAACGGATATACAA
TATAACAATAAGTATTGACATGGAAAAGTGTATCGCATGTGGCAAATGCCTTGAA
TGCGAATACGGGGCAATTTCGGTATATTCCGAAGACATCGGCATATCAATAGAC
AGGGAAAAGTGTATTCTCTGTTGTAAATGCGTTTCCGAATGTCCTGGTGGTGCT
AA

Mmp 1249

GATCGTAATGGTGATGCTGAAGCTGGGTCCTCAAAACCTTAAAGGCGGAGAAAT
CTTCATTAACGGAAACGCTGAAAACTACGTAGGTTCTGCATACAGGGGCGACTG
GAGAGGAATGAGCGGTGGAAAAATTACTATTACGGGTAACGCTGGATCCGAACT
TGGAGAGTACCTGAAAGGTGGAACAATTGTTATTAAAGGTAACACAAAAATAATG
CCTGGAATTCACCAAAACGGCGGTATGATTATCATCGAAGGAGATATCGAAGGA
AGAGCTGGTGGAGAAATGATGAAAGGTGCTATCGTAGTTTACGGTAAAATCTTA
GAACCGCTTCCATCATTCAAATTCGAAGGAATAGTTGAAGATCCACTCGTTAAAT
TATCTAAAAAGATGCTGGACTCAGTTGAAAGGACATTTATAAATTCAGCGGAGCT
CCTAAC
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