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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi detectar grupos de bactérias do contetido ruminal de bubalinos
e bovinos utilizando técnicas de Biologia Molecular. As coletas foram realizadas no
Frigorifico Mararu, na cidade de Santarém-PA. Foram coletadas 10 amostras de liquido
ruminal, sendo 5 de bovinos e 5 de bubalinos. A extracdo de DNA foi realizada segundo o
protocolo do Kit Brasilica baseado em silica. Para a detec¢do das bactérias, foram utilizados
os primers 16S L2 e 1472, AR e BR. Foi utilizado para a PCR, num volume de 25 pl, o kit
PCR Mix LGC 2X. As amostras foram corridas em gel de agarose 3% corado com Azul de
Bromofenol e GelRed. Apos a corrida, o gel foi visualizado em radiagdo UV. Os primers
utilizados na amplificacdo da regido do gene 16S rRNA se mostraram eficientes para os
estudos de detec¢do das bactérias ruminais. Foi observada a diferenca entre bovinos e
bubalinos, onde os primers L2 e 1472 amplificaram em bovinos o grupo de bactérias
fibroliticas e em bubalinos o grupo de bactérias nao fibroliticas. Enquanto os primers AR e
BR amplificaram o grupo de bactérias ndo fibroliticas para bovinos e o grupo de bactérias
fibroliticas para bubalinos. Os trabalhos de identificacdao de bactérias ruminais em bubalinos
¢ escasso, por isso a importancia dos resultados encontrados. Houve diferenga nos grupos de
microrganismos encontrados nos ruminantes entre bubalinos e bovinos, € no tipo de primer
utilizado, mostrando a importancia do estudo das bactérias presentes no ramen. O estudo
realizado necessita de uma abordagem maior, como o sequenciamento das amostras de DNA
para se identificar melhor as espécies presentes dentro dos diferentes grupos detectados.
Outras técnicas de Biologia Molecular podem ser utilizadas para uma melhor acuracia dos
dados encontrados, como o uso da PCR em tempo real.
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ABSTRACT

The objective of this work was to detect groups of bacteria in the rumen content of buffaloes
and cattle using molecular biology techniques. The samplings were carried out in the Fridge
Mararu, in the city of Santarém-PA. Were collected 10 samples of ruminal fluid, being 5 to
buffaloes and 5 of cattle. DNA extraction was performed according to the protocol of the
Kit Brasilica based on silica. For the detection of bacteria, we used primers 16S L2 and
1472, AR and BR. It was used for PCR, a volume of 25 ul PCR kit Mix LGC 2X. The
samples were run on 3% agarose gel stained with bromophenol blue and GelRed. The gel
was visualized on a UV radiation. The primers used in the amplification of the region of the
16S rRNA gene was shown to be effective for the studies of detection of ruminal bacteria. It
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was observed the difference between cattle and buffalo, where the primers L2 and 1472
amplified in cattle the group of fibrolytic bacteria and in buffaloes the group of not fibrolytic
bacteria. While the primers AR and BR amplified the group of not fibrolytic bacteria for
cattle and the group of fibrolytic bacteria to Buffalo. The work of identification of ruminal
bacteria in buffaloes is scarce, so the importance of the results found. There was a difference
in the groups of microorganisms found in ruminants between buffaloes and cattle, and the
type of primer used, showing the importance of the study of bacteria in the rumen. The study
requires a larger approach, such as the sequencing of the DNA samples to better identify the
species present within the different groups were detected. Other Molecular Biology
techniques can be used for better accuracy of data found, such as the use of PCR in real time.

Key words: Molecular biology, ribosomal RNA, ruminants.

INTRODUCAO

A capacidade de aproveitamento de nutrientes na digestio microbiana mostra o
interesse no potencial produtivo dos ruminantes. De acordo com Sampaio et al. (2009), o
ruminante tem um sistema digestivo caracteristico, permitindo a digestdo de alimentos
fibrosos, com a possibilidade de converter celulose e outros polissacarideos encontrados na
parede celular de vegetais em energia usados juntamente com compostos nitrogenados para
a producdo de carne, leite, entre outros derivados.

Os 4cidos graxos de cadeia curta produzidos durante a fermenta¢do dos carboidratos
no ramen, principalmente, os acidos acético, propionico e butirico, representam a principal
fonte de energia para os ruminantes, correspondendo de 60 a 80% da energia digestivel total
(FURLAN et al., 2006). Os compostos nitrogenados da dieta degradados no rimen podem
originar peptideos, aminodcidos € amdnia, e sdo utilizados pelos microrganismos ruminais
para sintese de proteina microbiana, que € normalmente a principal fonte de proteina para os
ruminantes (KOZLOSKI, 2002). Estas particularidades, permitem aos animais ruminantes
aproveitar a celulose e os compostos nitrogenados nio proteicos em suas dietas
possibilitando a reduc¢do de custos de produgao.

O estudo dos microrganismos ruminais deve ser encarado como uma importante
area de pesquisa estratégica (RUSSELL, 2001), pois ha um potencial de desenvolvimento
da produtividade da pecudria tropical, baseado no conhecimento detalhado da microbiota
ruminal e dos parametros que a afetam diretamente.

Muitos representantes da populacdo microbiana do ramen ja foram descritos. No
entanto, os microrganismos cultivados representam apenas uma pequena parte deste
ecossistema. M¢étodos de biologia molecular baseados principalmente na andlise da
sequéncia do gene 16S RNA ribossomal (KONG et al.,2010) tém sido utilizados nos ultimos
anos, a fim de identificar um grande numero de microrganismos anaerobios, que sao
desconhecidos ou que ndo tenham ainda sido cultivados.

O emprego de ferramentas de analise filogenética ¢ uma maneira de conseguir isso,
pois apos o sequenciamento gendmico da regido 16S rRNA ¢ permitido a caracterizacao de
comunidades microbianas em ecossistemas complexos, tais como o ramen (MCSWEENEY
et al., 2007). E, para que seja possivel o sucesso nas detecgdes desses microrganismos, a
extracao do DNA total do liquido ruminal ¢ etapa fundamental no processo. O objetivo deste

*Enderego para correspondéncia:
leandrolirared@gmail.com
159



Ciéncia Animal, v.29, n.4, p.158-164, 2019.

trabalho foi detectar grupos de bactérias do contetido ruminal de bubalinos e bovinos
utilizando técnicas de Biologia Molecular.

METODOLOGIA

As coletas dos liquidos ruminais foram realizadas manualmente, diretamente dos
rumens, logo ap0Os os abates e as evisceragdes de cinco bovinos e de cinco de bubalinos em
um Frigorifico na cidade de Santarém-PA. Os liquidos ruminais foram acondicionados em
garrafas pets com capacidade de 1 litro. No laboratorio, aliquotas contendo 300 pL dos
materiais frescos foram colocadas em tubos de eppendorf para posteriores extragdes.

A extragdo de DNA foi realizada segundo o protocolo de extracio de DNA
gendmico do Kit Brasilica baseado em silica. Inicialmente, os 300 pL do material foram
centrifugados e a suspensao foi utilizada para extracao de bactérias.

Para lise celular, 100 pL de amostra foram adicionados ao tubo com o tampao L1
(tampao de lise e brasilica), previamente homogeneizado. O tubo foi agitado no vortex por
10 segundos, em seguida o tubo ficou descansando em temperatura ambiente por 10 minutos,
o tubo foi agitado novamente no vortex por 10 segundos e centrifugado a 10.000 rpm por 30
segundos. O sobrenadante foi descartado.

O pellet de silica foi lavado para a retirada de outras substancias, como proteinas,
com 900 pl de tampao L2, misturado em vortex e centrifugado a 10.000 rpm, durante 30
segundos. A lavagem com L2 foi realizada duas vezes. Posteriormente, foram realizadas
duas lavagens com 900 pL de tampao L3, misturado em vortex e centrifugado a 10.000 rpm,
durante 30 segundos. Novamente, o pellet foi lavado duas vezes com 900 uL de tampao L4,
misturado em vortex e centrifugado a 10.000 rpm, durante 30 segundos. Sempre descartando
o sobrenadante.

A amostra foi deixada em 56 °C durante 10 minutos na estufa, com a tampa do tubo
aberta, para secagem da silica. Em seguida, foram adicionados 100 pL do tampao de elui¢ao
(E1) para que o DNA se desprendesse da silica e entrasse no estado liquido, agitou-se
vigorosamente e deixou-se na estufa a 56 °C, por 10 minutos, desta vez com a tampa do tubo
fechada. Logo apds, centrifugou-se as amostras a 10.000 rpm, por 10 minutos e recuperou-
se 100 uL do sobrenadante.

ApoOs a extracdo, os tubos foram armazenados em um refrigerador para serem
utilizados posteriormente nas demais técnicas de Biologia Molecular.

Para a deteccdo molecular das bactérias, foram utilizados os primers 16S: L2, 1472,
AR e BR (Tab. 01). O volume total de reagao foi de 25 pL, o programa de amplificagdo foi
0 mesmo para todos os primers, mudando apenas a temperatura de anelamento 53 °C e
53,3 °C, respectivamente. As condi¢des da PCR foram de uma etapa inicial a 94 °C por 3
minutos, seguido de 35 ciclos, de 94 °C por 45 segundos, anelamento por 45 segundos,
variando a temperatura de anelamento de cada primer e extensdao de 72 °C por 1 minuto,
seguido de uma extensao final de 72 °C por 7 minutos.

Foi utilizado para a PCR, o kit PCR Mix LGC 2X, que ja contém a enzima Taq
DNA polimerase, tampdes de rea¢do adequados (Tris-HCI, KCI), ANTPs e MgCI2, ajustado
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adequadamente a concentragdo final. As concentracdes dos reagentes nas reagdes de PCR
foram as mesmas para ambos os primers (Tab. 02) utilizados em sistema PCR convencional.

Tabela 01: Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados nas reagdes de PCR.

Primers Sequéncia

16S L2 5’TGCCTGTTTATCAAAAACAT3’
16S 1742 5’AGATAGAAACCAACCTGG3’
16S AR 5’CGCCTGTTTATCAAAAACAT?’
16S BR 5’CCGGTCTGAACTCAGATCACGT3’

No controle negativo foi utilizada dgua ultrapura em substituicdo a amostra de
DNA. Ap6s as reagoes de amplificagdes, as amostras juntamente com o marcador de 100 pb
foram corridos em gel de agarose 3% corado com Azul de Bromofenol e GelRed, durante
45 min em 100 V. Apos a corrida, o gel foi visualizado em transiluminador sob a radia¢ao
UV.

Tabela 02: Reagentes utilizados nas reagdes de PCR.

PCR buffer 1X
PCR Mix LGC 2X 12,5 ulL
Primer Foward 0,25 pLL
Primer Reverso 0,25 pLL
DNA (amostra) 2,00 uL
H>O ultrapura 10,00 uLL
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primers utilizados na amplificacdo da regido do gene 16S rRNA se mostraram
eficientes para os estudos de deteccdo de grupos de bactérias ruminais, levando em
consideracdo que conjunto de primers produziu produtos de PCR de tamanhos diferentes
para cada grupo de bactérias. O sistema de PCR convencional mostrou resultado positivo
nas reagdes de amplificagdo do DNA, corroborando com o trabalho de Del Vesco et al.
(2012) que obtiveram sucesso em amplificar DNA extraido de liquido ruminal fresco.

Foi observada diferenga entre bovinos e bubalinos, onde o primer L2, em bovinos,
amplificou 450 pb que se refere ao grupo de bactérias fibroliticas, em bubalinos amplificou
480 pb que se refere ao grupo de bactérias nao fibroliticas. Ja o primer 1472 amplificou para
ambos 560 pb que se refere ao grupo de bactérias ndo fibroliticas (Fig. 01). Enquanto o
primer AR amplificou o grupo de bactérias ndo fibroliticas com 870 pb para bovinos e o
grupo de bactérias fibroliticas com 840 pb para bubalinos. Ja o primer BR amplificou para
ambos 650 pb que se refere ao grupo de bactérias nao fibroliticas (Fig. 02).

Esses dados corroboram com estudos realizados por Tajima et al. (2001), onde
conseguiram detectar diferentes tipos de bactérias presentes no ramen com propriedades
metabolicas conhecidas como a degradacao de alimento fibrosos: 445 pb para Fibrobacter
succinogenes, 835 pb para Ruminococcus flavefaciens e nao fibrosos: 485 pb para Prevotella
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ruminicola, 681 pb para Eubacterium ruminantium, 597 pb para Anaerovibrio lipolytica, e
869 pb para Streptococcus bovis.

Figura 01: Gel de agarose 3%. Canaleta pb: padrao de 100 pb.

Obs.: Canaletas Al, A2, A3, A4 ¢ AS5: amostras de bovinos (Primer L2, 450 pb e primer 1472, 560 pb).
Canaletas B1, B2, B3, B4 ¢ B5: amostras de bubalinos (Primer L2, 480 pb e primer 1472, 560 pb.
Canaleta C.N: Controle Negativo.

Figura 02: Gel de agarose 3%. Canaleta pb: padrao de 100 pb.

Obs.: Canaletas Al, A2, A3, A4 ¢ AS5: amostras de bovinos (Primer AR, 870 pb e primer BR, 650 pb).
Canaletas B1, B2, B3, B4 ¢ B5: amostras de bubalinos (Primer AR, 840 pb e primer BR, 650 pb).
Canaleta C.N: Controle Negativo.

Um estudo realizado por Shynkai et al. (2010) identificaram grupos de bactérias
fibroliticas e nado friboliticas que faziam consércio fibrolitico com Fibrobacter
succinogenes. Jami e Mizrahi (2012) afirmam que as bactérias associadas a fibra no ramen
consistem ndo apenas de bactérias fibroliticas, mas também de bactérias nao fibroliticas.
Mostrando a importancia da interacdo entre os diferentes microrganismos na fermentacao
do alimento para melhor aproveitamento pelo ruminante.

Koike e Kobayashi (2003) realizaram ensaios competitivos de PCR para a
determinar espécies de bactérias fibroliticas do raimen de bovinos. Os mesmos autores
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relataram a importancia desses microrganismos presentes no rimen para que ocorra uma
melhor eficiéncia de utilizagdo dos alimentos fibrosos da dieta pelos animais ruminantes.

Os trabalhos de identificacdo de bactérias ruminais em bubalinos sdo escassos, por
1sso a importancia dos resultados encontrados. Wanapat e Cherdthong (2009) realizaram um
trabalho de detec¢do de grupos de bactérias fibroliticas em bubalinos, assim como no
trabalho apresentado, porém os autores utilizaram a técnica de PCR em tempo real,
determinando a populagcdo de importantes espécies bacterianas no rumen (Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus albus e Ruminococcus flavefaciens). Singh et al. (2013)
avaliaram as espécies bacterianas fibroliticas e ndo fibroliticas presentes no rimen de
bubalinos com o uso da PCR em tempo real.

CONSIDERACOES FINAIS

Os microrganismos do rumen, especialmente as bactérias ruminais, representam a
principal fonte de energia e de proteina aos animais ruminantes. Considerando a
complexidade do rimen, atualmente o ntimero de primers projetados para monitorar os
grupos de microrganismos neste ecossistema ¢ bastante limitado, em especial aos bubalinos.
A utilizag¢do e o desenvolvimento dessa deteccdo molecular sdo importantes para o estudo
das bactérias ruminais, devido principalmente a dificuldade de cultiva-las in vitro.

O estudo realizado necessita de uma abordagem maior, como o sequenciamento das
amostras de DNA para se identificar as espécies presentes nos grupos de bactérias fibroliticas
e nao fibroliticas detectados. Outras técnicas de Biologia Molecular podem ser utilizadas
para uma melhor acuracia dos dados encontrados, como o uso da PCR em tempo real.
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