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RESUMO

Os ruminantes sdo animais capazes de utilizar a fibra contida nos
vegetais como alimento devido a atuacao de microrganismos contidos em seu
trato digestivo. A prospeccado por organismos da microbiota ruminal com
potencial capacidade de degradacdo de celulose e xilana tem grande
importancia em atividades antropicas e processos industriais. Foram realizadas
coletas semanais de conteddo ruminal de bovinos fistulados para posterior
isolamento de bactérias com o auxilio da metodologia desenvolvida por
Hungate (1966) com modificacdes e outros meios de cultura especificos para
microrganismos do ramem. Os isolados foram avaliados quanto as suas
caracteristicas morfo-tintoriais com o auxilio da coloracdo de Gram e quanto a
motilidade mediante inoculacdo em meio SIM suplementado. Também foi
avaliado o metabolismo energético dos isolados por meio de teste respiratorio,
assim como o seu perfil enzimatico com a utilizacdo de zimogramas. Uma vez
caracterizados, os isolados foram acondicionados em freezer -20°C para
caracterizacdo molecular e posterior inclusdo na colecédo de microrganismos da
Embrapa. No total foram obtidos 67 isolados, sendo destes 52 cocos Gram
positivos, 10 bacilos Gram negativos e 5 bacilos Gram positivos. O teste de
motilidade revelou que apenas 12 dos 67 isolados eram moveis e no teste
respiratério observou-se que 14 eram anaerébios estritos. Os zimogramas
demonstraram que 14 isolados séo celuloliticos e 53 séo xilanoliticos. Pelos
kits comerciais de identificacdo microbiana, das 67 linhagens bacterianas
isoladas, 49,3% foram identificadas no nivel de espécie com identidade
aceitavel (15,15%) ou boa identificacdo (34,15%), enquanto que 50,7%
linhagens ndo foram identificadas pela técnica utilizada. Os isolados foram
agrupados em biogrupos, de acordo com as semelhancas em seus perfis
bioquimicos, e uma ribotipagem foi realizada com até trés integrantes de cada
biogrupo. A reacao so foi possivel com os bacilos Gram positivos e negativos.
Um integrante de cada ribotipo e até trés de cada biogrupo foram selecionados
para amplificacdo a regido do DNA codificadora do rRNA 16S e posterior

sequenciamento. ApOs analise das sequéncias de DNA resultantes, as



espécies Selenomonas ruminantium, Streptococcus sp., Pseudobutyrivibrio sp.
e Lactobacillus vitulinus foram identificadas entre os isolados. Um dos isolados
ndo obteve identificacdo satisfatoria. Foi possivel avaliar que nao houve
alteracdes significativas no perfil da comunidade bacteriana frente as diferentes
dietas. A comparacao entre os resultados dos dois métodos de identificacédo
indicou que os kits bioquimicos utilizados no trabalho ndo sdo aconselhados
para a identificacdo de bactérias ruminais. O sequenciamento da regido do
DNA codificadora do rRNA 16S ainda é a forma de identificacdo mais segura. A
identificacdo de isolados potencialmente celuloliticos e xilanoliticos como
Selenomonas ruminantium e Lactobacillus vitulinus constitui novas evidéncias
da presenca de atividade fibrolitica em individuos dessas espécie. Mais
estudos devem ser realizados de forma a comprovar a expressao de fitases
por essas bactérias. Os resultados obtidos nesse estudo sdo importantes para
a melhor compreenséo do ecossistema ruminal e futuramente podem contribuir

para o melhoramento da hidrélise de material lignoceluldsico na industria.



ABSTRACT

Ruminants are animals capable of utilizing the fiber contained in
vegetables as feed due to the microrganisms present in their digestive tract.
The prospection of organisms with potential ability to degrade cellulose and
xylan in the rumen microbiota is of great importance in anthropogenic activities
and industrial processes. Samples of ruminal content were collected weekly
from fistulated bovines for later bacteria isolation by making use of the
technique described by Hungate (1966) with modifications by Bryant and
Burkey (1951). The isolates were evaluated regarding their morphotintorial
characteristics by using Gram stain and regarding their motility by inoculation in
supplemented SIM media. The isolates energetic metabolism was also
evaluated by respiratory test, as well as their enzymatic profile by zymmograms.
Once characterized, the isolates were stored in -20°C freezer for molecular
identification and later inclusion in the EMBRAPA microorganism collection. A
total of 67 isolated were obtained, of which 52 were Gram positive cocci, 10
were Gram negative rods and 5 were Gram positive rods. The motility test
revealed that only 12 out of the 67 isolates were motile and in the respiratory
test it was possible to observe that 14 bacteria were obligate anaerobes. The
zymmograms showed that 14 isolates were potencially cellulolytic and 53 were
potencially xylanolytic. The commercial biochemical identification kits revealed
that out of the 67 bacteria, 49,3% obtained species identification with
acceptable (15,15%) or good identification (34,15%), while 50,7% were not
identified by this technique. The isolates were grouped in biogroups, according
to the similarities in their biochemical profiles, and up to three integrals were
chosen for ribotyping. The reaction was only possible with the rods. One
member of each ribotype and up to three members of each biogroup were
selected for amplification of the DNA region that encodes the 16S rRNA and
later sequencing. After analysis of the resulting sequences, the species
Selenomonas ruminantium, Streptococcus sp., Pseudobutyrivibrio sp. e
Lactobacillus vitulinus were identified among the isolates. One of the isolates
did not present satisfactory identification. It was possible to evaluate that the
two different diets did not cause significant changes in the bacterial community
profile. The comparison between both identification methods showed that the
biochemical kits utilized during this research should not be used for the
identification of ruminal bacteria. The sequencing of the the DNA region that
encodes the 16S rRNA is still the safest form of identification. The identification
of potencially cellulolytic and xylanolytic isolates as Selenomonas ruminantium
and Lactobacillus vitulinus presents new evidence of the fibrolytic activity in
individuals from those species. More studies are needed so as to verify the
phytase expression by those bacteria. The results in this study are important for
better comprehension of the rumen ecosystem and, in the future, could



contribute to improvements in the industrial hydrolysis of lignocellulosic
material.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A lignocelulose, composta principalmente por celulose, hemicelulose
(xilanas) e lignina, é o maior componente da biomassa vegetal, e constitui em
torno de metade da matéria produzida pela fotossintese. Essa substancia
representa, de acordo com a literatura, o recurso organico renovavel mais
abundante no solo. Neste contexto, a biomassa lignocelulésica descartada
derivada da agricultura, silvicultura e fontes municipais torna-se uma matéria
prima com grande potencial de reciclagem, podendo ser utilizada, por exemplo,
como substrato na sintese de bioprodutos de grande valor econémico. O fator
limitante do seu uso, no entanto, é a realizacdo de uma hidrolise apropriada,
especialmente em seus estagios iniciais, além do alto custo de producédo das
enzimas que participam do processo.

Atualmente sdo conhecidas diversas espécies de microrganismos
fibroliticos como  Clostridium thermocellum, Butyrivibrio fibrisolvens,
Streptomyces aureofaciens e Fibrobacter succinogenes, porém a maior parte
da producao industrial de celulases e xilanases € realizada com a utilizacao de
fungos filamentosos dos géneros Aspergillus, Penicilium e Trichoderma.
Apesar de tamanha diversidade, as enzimas disponiveis no mercado ainda néo
apresentam grande eficiéncia e 0s custos associados ao processo ainda séo
altos, o que justifica a necessidade da continuidade de estudos que tenham
como obijetivo a prospeccdo de novas espécies de microrganismos capazes de
hidrolisar a fibra vegetal ou, ainda, o0 melhoramento de tecnologias associadas
aos processos bioldgicos ja descritos.

O rumen abriga uma grande diversidade de microrganismos que
executam vias metabolicas associadas a degradacdo da fibra vegetal. As
bactérias e fungos produzem varias enzimas fibroliticas altamente ativas,
enquanto que 0s protozoarios possuem um papel menor no processo. Apesar
de os fungos do rumen apresentarem uma capacidade superior de penetracao
na parede celular vegetal e solubilizagéo da lignina, sua atividade fibrolitica ndo

€ tdo expressiva quanto a das bactérias devido a menor biomassa e
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metabolismo mais lento. Desta forma, as bactérias ruminais sao responsaveis
pela maior parte da degradacdo de matéria vegetal no rimen. Este ainda € um
ecossistema pouco explorado e compreendido, o0 que torna 0s animais
herbivoros potenciais detentores de novas espécies de microrganismos
capazes de degradacédo da parede celular lignoceluldsica.

A Dbioprospeccdo é a procura sistematica por novas fontes de
compostos, genes, proteinas, microrganismos e outros produtos que possuem
potencial econdmico e podem ser encontrados na biodiversidade. Dentre os
diferentes isolados obtidos, populacdes bacterianas especificas podem ser
selecionadas com base em uma caracteristica de interesse especifica. Estima-
se que menos de 1% dos microrganismos existentes foram cultivados e
caracterizados até hoje, e portanto novas espécies obtidas de ambientes pouco
estudados podem trazer outras perspectivas de genes e enzimas

Assim, considerando-se 0 rumen como ecossistema ainda néo
totalmente explorado principalmente em relacdo a diversidade de
microrganismos residentes com capacidade de degradacéao de fibras vegetais,
0 objetivo deste trabalho foi a prospeccdo de bactérias com potencial
celulolitico e xilanolitico oriundas do rimen de bovinos alimentados com dietas

ricas em fibra vegetal e com silagem de milho acrescida de glicerina bruta.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIVERSIDADE BACTERIANA E METABOLISMO DE FIBRAS VEGETAIS

Os microrganismos, em especial as bactérias, estdo presentes em
quase todos os habitats explorados pelo homem, cumprindo um importante
papel na manutencdo do equilibrio ecolégico. Constituem a base da cadeia
alimentar e auxiliam nos ciclos biogeoquimicos, isto é, na decomposicao de
matéria organica e reciclagem de elementos quimicos como o carbono,
nitrogénio, oxigénio, enxofre e fésforo, os convertendo em formas utilizaveis
por animais e plantas (RECHE & FIUZA, 2005; FAGUNDES et al., 2012).

A diversidade metabdlica bacteriana possibilita a utilizacdo de varios
substratos, sendo esta uma das principais razées do sucesso adaptativo do
grupo. Todo composto organico natural esta sujeito a degradacédo por uma ou
mais espécies, e a velocidade com gque esse processo ocorre esta diretamente
ligada a complexidade do composto (HURST et al., 2007). Devido a essa
caracteristica, diversas espécies de bactérias tém sido utilizadas na indastria
para fins variados, como por exemplo, no tratamento de esgoto, onde a matéria
organica é convertida em di6xido de carbono, nitratos, fosfatos, sulfatos,
amoénia, metano e sulfeto de hidrogénio (WU et al., 2012). Os procariotos
também sdo muito utilizados biotecnologicamente em processos de
biolixiviagcdo e controle de algumas pragas agricolas, uma vez que, quando
comparadas as solugdes tecnoldgicas disponiveis tradicionalmente, constituem
alternativas baratas, eficazes e ndo prejudiciais ao meio ambiente (AGUIRRE
et al., 2007; SILVA et al., 2012).

Dentre os substratos utilizados pelas bactérias, a lignocelulose destaca-
se por sua abundancia e dificuldade de degradacao. Ela é o maior componente
da biomassa vegetal, sendo constituida por celulose, hemicelulose e lignina
(PEREZ et al., 2002). Os produtos da sua hidrélise tem grande importancia na
industria de papel e celulose, de alimentos, energética e téxtil, porém ainda ha

barreiras tecnolégicas que dificultam a sua utilizagdo (MELO., 2010).
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Microrganismos tém sido empregados na producdo de enzimas
hidroliticas com a finalidade de aumentar o aproveitamento dessa matéria
prima, porém uma das maiores barreiras tecnoldgicas de sua utilizacdo em
processos industriais € o alto custo das enzimas utilizadas para a hidrolise e
sua baixa eficiéncia (GREER, 2005; WINTERS, 2007; WYMAN, 2007). Sendo
assim, ha necessidade de descoberta de novas espécies de microrganismos
capazes de hidrolisar a fibra vegetal ou o melhoramento das enzimas ja
existentes (MARQUEZ et al., 2010). Para que a lignocelulose seja utilizada, sdo
necessarios tratamentos que liberam seus acucares monomeéricos, para que
entdo passem por fermentacdo biolégica. Os principais passos da producéo

sao:

1. Pré tratamento (por processos fisicos ou quimicos) que libera as

hexoses e pentoses da hemicelulose.

2. Tratamento enzimético (ou hidrdlise quimica) que libera a glicose da
celulose (ZALDIVAR et al, 2001).

No entanto, a dificuldade em se superar a resisténcia natural das plantas
a quebra de seus acucares por fontes biolégicas tem tornado o processo muito
caro para que seja economicamente viavel (WYMAN, 2007). A presenca de
lignina dificulta ainda mais o processo, uma vez que ela forma uma barreira em
torno das fibras de celulose e ainda possui afinidade por uma boa porcao das
celulases, se ligando a elas e impedindo a sua acdo (JORGENSEN et al.,
2007).

Os ruminantes sao alguns dos poucos animais capazes de digerir a fibra
vegetal e utiliza-la como fonte energética devido a sua relagcdo simbidtica com
0S microrganismos presentes no rimen (WANG et al., 2012). Acredita-se que o
curto periodo de tempo disponivel para a execucdo dos diversos processos
fermentativos e hidroliticos impostos pelo transito continuo de biomassa pelo
trato digestivo, o ambiente anaerobio e as baixas quantidades de enzimas
hidroliticas produzidas criaram uma pressédo seletiva que transformou os

microrganismos ruminais nos biorreatores consumidores de material
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lignocelulésico mais eficientes e naturais existentes (KOIKE & KOBAYASHI,
2009). Nesse contexto, se insere a bioprospeccdo, que consiste na andlise
direcionada de material bioldégico que tem como objetivo encontrar novos
produtos, e atualmente envolve a aplicacdo de tecnologias avancadas para
desenvolver cosméticos, fragrancias, compostos farmacéuticos, agroquimicos
e enzimas industriais (ARTUSO, 2002). Eventualmente, esses produtos podem
ser utilizados em processos industriais ou no desenvolvimento de novos

farmacos, constituindo ganho tecnoldgico e econémico.

2.1.1 MICRORGANISMOS ASSOCIADOS AO RUMEM

Apesar da disponibilidade de dados sobre a taxonomia, ecologia e
fisiologia dos microrganismos ruminais, em especial as bactérias, a microbiota
do ramen, por ser um ambiente complexo, ainda necessita de muitos estudos
para que seu ecosistema possa ser melhor compreendido (KOBAYASHI,
2006).

Os microrganismos do riamen sao, em grande parte, terméfilos com
temperatura 6tima entre 39° e 40° C, adaptados para sobrevivéncia em
ambiente de anaerobiose, com uma variacdo de pH entre 5.5 e 7.0, na
presenca de concentracdes moderadas de produtos de fermentacdo. Esses
microrganismos obtém nutrientes a partir do alimento ingerido pelo ruminante.
Condicdes fisico-quimicas relativamente estaveis sao proporcionadas pelo
fluxo continuo de alimento e remocao de produtos de fermentacéo e residuos
de alimentos no processo de alimentacdo dos animais, 0 que resulta no
desenvolvimento de uma densidade populacional de até 10*°/mL(HUNGATE,
1966).

A microbiota ruminal é responsavel por parte importante da digestdo do
alimento ingerido pelos ruminantes. Processos como a degradacdo da
celulose, do amido, de proteinas e outros acidos organicos, assim como a

fermentacdo de acucares, ocorrem devido a atividade microbiana. Os produtos
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dessa atividade sédo acidos graxos volateis (AGV), diéxido de carbono, metano,
amonia e proteinas bacterianas (WEIMER, 1996; JAMI & MIZRAHI, 2012).
Ainda, pouco se sabe sobre a ecologia e dinamica de distribuicdo das
bactérias ruminais em seu ambiente. E bem estabelecido que o rimen abriga
populacdes microbianas moduladas tanto pelo conteddo quanto pela anatomia
na parede do rimen (KONG et al., 2011). De acordo com Czerkawski (1986), €
possivel considerar que os procariotos presentes no conteddo ruminal formam

um sistema heterogéneo dividido em trés grandes compartimentos:

e Compartimento |, onde estéo situadas as LAB (liquid-associated bacteria
ou Bactérias associadas ao liquido), que flutuam livremente na fase

liquida do contetdo ruminal.

e Compartimento Il, correspondente a uma mistura entre as LAB
associadas a fase soélida e as SAB (solid-adherent bacteria ou bactérias
aderidas a fase soélida) que estdo fracamente ligadas a matéria sélida do

rimem e podem ser facilmente retiradas por lavagem do material.

e Compartimento Ill, onde podem ser encontradas as SAB que ndo podem

ser retiradas por lavagem do material.

Em comparacdo com os outros compartimentos, a populacao integrante
do compartimento Ill € a mais abundante e diversa, estando relacionada a
digestdo da matéria vegetal no rimem (LEGAY-CARMIER e BAUCHART,
1989).

A populacdo bacteriana ligada ao epitélio ruminal, também conhecida
como BEC (bacterial epimural community ou comunidade epimural bacteriana),
representa menos de 1% da biomassa microbiana total do ramem
(CZERKAWSKI, 1969), é a menos estudada e sua contribuicdo para o
processo fermentativo do orgdo é minima (SADET et al., 2007). Apesar disso,
ela pode ser considerada responsavel pela hidrolise da uréia sistémica, e
consequentemente participa do metabolismo de nitrogénio do hospedeiro
(MCCOWAN et al.,, 1979). Também sédo atribuidas a BEC a reciclagem do
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tecido do raimem e a retirada do oxigénio que difunde pela parede do orgéo
(CHENG et al., 1979).

A grande diversidade microbiana presente no riamem resultou na
presenca de microrganismos mais especializados, capazes de utilizar poucos
nutrientes, e microrganismos menos exigentes, que conseguem energia a partir
de uma gama mais ampla de substratos. A microbiota ruminal € composta por
fungos, bactérias, achaea e protozoarios, porém as bactérias sdo as mais
abundantes e diversas, compondo cerca de 95% da populacdo total
(HUNGATE, 1966; KOBAYASHI, 2006; BRULC et al., 2009).

Ja em 1966 Robert Hungate identificou espécies bacterianas ruminais
amiloliticas como Streptococcus bovis, Bacteroides amylophilus e Bacteroides
ruminicola, e também celuloliticas como Ruminococcus albus, Ruminococcus
flavefaciens e Fibrobacter succinogenes. Dentre as degradadoras de
hemicelulose também foram identificadas algumas linhagens de Eubacterium,
Bacteroides amylogenes, Butyrivibrio fibrisolvens, entre outras, assim como
espécies que somente fermentam aglcares, como € o0 caso de Borrelia e
Lactobacillus. Vérios estudos foram realizados ao longo dos anos visando a
caracterizacdo e melhor compreensdo dessas e de outras espécies, porém ha
a necessidade de estudos objetivando a identificacdo e caracterizacdo de
novas espécies bacterianas no ramen (BRULC et al., 2009; MAIA et al., 2010;
KIRBY et al., 1997; RAKOTOARIVONINA et al.,, 2002; SUEN et al., 2011;
WETZSTEIN e GOTTSCHALK; 1985).

Em ruminantes, as bactérias tém acesso a uma nutricdo relativamente
sem modificacbes e podem, portanto, exibir maior grau de dependéncia da
dieta (HUNGATE, 1966). Apesar de essa dependéncia ser bem conhecida, a
associacdo de microrganismos especificos com a dieta e producdo do animal
ainda nao foi totalmente esclarecida devido a dificuldades na enumeracao de
espécies microbianas individuais (WEIMER et al., 1996). Estudos indicam que
o fornecimento de dietas ricas em fibras vegetais de facil digestdo (ex: feno,
palha de cevada tratada com amoénia, grama seca e casca de soja) a
ruminantes, pode estimular o crescimento e atividade das populagdes
bacterianas fibroliticas, potencialmente melhorando a digestado de forragens de
menor qualidade (SILVA e GRSKOV 1988; NGWE et al., 2012; MASUDA et al.,
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1998). Além disso, em 2000, Tajima e colaboradores constataram que a
abundancia relativa das populagcbes bacterianas foi muito alterada quando a
dieta mudou de feno para grdos, havendo um decréscimo significativo das
populacdes de Ruminococcus flavefaciens e Fibrobacter succinogenes. Uma
dieta rica em graos induz a proliferacdo de bactérias como Streptococcus
bovis, que facilmente fermenta o amido e produz lactato, um dos maiores
causadores de acidose lactica no ramem (TAJIMA et al., 2000). Além da dieta,
diversos estudos apontam que ha diferencas substanciais entre a microbiota
ruminal de animais da mesma idade que receberam a mesma dieta durante um
determina do periodo(LI et al., 2012; WELKIE et al., 2009; MIN et al., 2006).

2.1.1.1 CARACTERIZACAO DAS BACTERIAS RUMINAIS

A identificacdo de bactérias ruminais de forma rapida ainda é um desafio
atualmente. Em 1960, Robert Hungate relatou que ha batérias identificaveis no
conteudo ruminal por sua morfologia em microscopia: Sarcina bakeri apresenta
formacéo de tétrades com células entre 3 e 4 um; Borrelia possui morfologia
espirogueta caracteristica; Selenomonas, células grandes e crescentes com
um tufo de flagelos em um dos lados; Peptostreptococcus elsdenii, longas
cadeias de cocos grandes; e Oscillospira guilliermondii, tricomas grandes e
madveis muito similares ao Caryophanon. Apesar disso, a morfologia por si s6
nao é um parametro conclusivo, uma vez que muitos microrganismos ruminais
possuem caracteristicas morfologicas similares e o pleomorfismo é muito
comum (HOBSON e MANN, 1957).

A auséncia de produtos metabdlicos especificos também torna dificil a
identificagdo bioquimica das bactérias ruminais, sendo esse um dos motivos da
auséncia de kits de identificacdo bioquimica automatizados no mercado
(Tabela 1) (RUSSELL e RYCHLIK, 2001). O desenvolvimento de técnicas que
permitam uma identificacdo rapida e precisa proporcionariam grande estimulo
aos estudos ecolégicos. Métodos que utilizam anticorpos e sondas

fluorescentes e que envolvem a analise da composicdo de acidos graxos da
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célula (HOBSON e MANN, 1957; IFKOVITS e RAGHEB, 1968; SCHOFIELD et
al., 1996) foram testados, porém o mais utilizado atualmente € o
sequénciamento da regiao codificadora do rRNA 16S no genoma bacteriano.
As diferencas na sequéncias de nucleotideos serve ndo somente para
relacionar as bactérias, mas também constitui uma forma confiavel de se
dererminar a espécie de microrganismos provenientes de amostras ambientais
(STAHL et al., 1988). Técnicas moleculares baseadas no RNA ribossémico 16S
sao frequentemente utilizadas tanto em estudos quantitativos (TAJIMA et al.,
2000; FERNANDO et al., 2010) quanto qualitativos (KOCHERGINSKAYA et al.,
2001; REGENSBOGENOVA et al., 2004; TAJIMA et al., 1999).

Tabela 1. Caracteristicas das bactérias predominantes no rimem.

Espécie Substratos Produto de
preferenciais fermentacgao

Fibrobacter succinogenes CL S,F A
Ruminococcus albus CL, HC A, F, E, Hz
Ruminococcus bavefaciens CL, HC S, F, A Hz
Eubacterium ruminantium HC, DX, AC A F B, L
Ruminobacter amylophilus AM S, FAE
Streptococcus bovis AM, AC L,AF E
Succinomonas amylolytica AM S, AP
Prevotella ruminocola, albensis, brevis, AM, XI, AC, PC S, A F P
e bryantii
Butyrivibrio fibrisolvens AM, CL, HC, PC, AC B, F, A H2
Selenomonas ruminantium AM, DX, AC, L, S L, A P, B, F, Hz
Megasphaera elsdenii L, AC P, A, B, AVG, H:
Lachnospira multiparus PC, AC L, A F, H2
Succinivibrio dextrinosolvens PC, DX, AC S,AFL
Anaerovibrio lipolytica GL, AC A'S P
Peptostreptococcus anaerobius AA AVG, A
Clostridium aminophilum AA A, B
Clostridium sticklandii AA A, AVG, B, P
Wolinella succinogenes AO, Hz, F S
Methanobrevibacter ruminantium Hz, CO2, F CHa

CL, celulose; HC, hemicelulose; DX, dextrinas; AM, amido; PC, pectina; XI, xilanas; L, lactato;
S, succinato; GL, glicerol; AA, aminoacidos; AO, acidos orgéanicos; Hz, hidrogénio; F, formato;
COg., di6xido de carbono; A, acetato; E, etanol; B, butirato; P, propionato; AVG, &cidos graxos
volateis de cadeias ramificadas; e CH4, metano. Adaptado de RUSSELL e RYCHLIK, 2001.
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2.2 LIGNOCELULOSE

A lignocelulose é derivada da madeira, grama, residuos da agricultura e
silvicultura e lixo municipal. E o maior componente da biomassa, constituindo
cerca de metade da matéria produzida pela fotossintese (também denominada
fotomassa) e representando o recurso organico renovavel mais abundante no
solo (SANCHEZ., 2009). Ela consiste de trés tipos de polimeros — celulose (15
— 40%), hemicelulose, em especial as xilanas (30 — 40%) e lignina (20%) — que
estdo fortemente entrelacados e quimicamente ligados por forcas néo
covalentes e por ligacbes covalentes cruzadas (PEREZ et al., 2002).

A celulose (CeH1005), componente mais abundante da biomassa das
plantas, € encontrada na natureza quase exclusivamente nas paredes celulares
vegetais, em uma hetero-matriz composta por xilana, outras hemiceluloses e
lignina, apesar de ser produzida por alguns animais (tunicados, por exemplo) e
bactérias (LYND et al., 2005; CARERE et al., 2008). E rara a ocorréncia em
sua forma pura, como nos fios de semente de algoddo, uma vez que esta
quase sempre associada com outros componentes que constituem a complexa
matriz da parede celular vegetal (SANDGREN et al., 2005). Sendo assim o
substrato que os microrganismos celuloliticos irdo de fato encontrar apresenta
uma grande variagdo em sua composicdo e complexidade, abrangendo desde
materiais de paredes celulares primarias facilmente degradados a madeira
densamente lignificada (SANDGREN et al., 2005). A complexidade estrutural
variada e a dificuldade de se trabalhar com um substrato insoltvel levou a uma
ampla utilizacdo de wum éter de celulose altamente soluvel, a
carboximetilcelulose (CMC), como um substrato para estudos de producao de
celulases (LYND et al., 2005).

A hemicelulose é um polimero de carboidrato complexo que constitui de
25 a 30% do peso total da madeira seca. A principal diferenca entre a celulose
e a hemicelulose € a presenca de ramos com cadeias laterais curtas na

hemicelulose consistindo de diferentes aclUcares enquanto que a celulose é
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composta por oligbmeros facilmente hidrolisaveis (SANCHEZ, 2009). As
hemiceluloses mais relevantes sdo as xilanas e as gliconamanas, sendo as
xilanas as mais abundantes (GIRIO et al., 2010). A estrutura e composicéo das
xilanas varia de acordo com a fonte da biomassa (GIRIO et al., 2010; MARAIS,
2008).

A lignina esta ligada a hemicelulose e a celulose, formando uma barreira
fisica impenetravel na parede celular vegetal. Ela confere suporte estrutural,
impermeabilidade, e resisténcia contra atagues por microrganismos
(SANCHEZ, 2009).

2.3 APROVEITAMETO BIOTECNOLOGICO DO METABOLISMO
BACTERIANO CELULOLITICO E XILANOLITICO

Atualmente as celulases e xilanases, juntamente com as pectinases, sédo
responsaveis por cerca de 20% do mercado de enzimas. Sua utilizacdo permite
que a degradacdo do material lignocelulésico, importante em diversos
processos industriais, seja uma atividade de baixo risco ambiental e de alta
especificidade hidrolitica (ALMEIDA et al., 2011). Elas possuem diversas
aplicacdes na biotecnologia de alimentos, producdo de biocombustiveis de
segunda geracao, industria textil e de detergentes, producdo de racdes animais
e reciclagem de papel (BHAT, 2000; POLIZELI et al., 2005).

Os biocombustiveis tem sido indicados como uma alternativa atraente a
matriz energética atual, diminuindo as emissdes de gases do efeito estufa e
proporcionando um desenvolvimento mais sustentavel (GIAROLA et al., 2012).
Parte do entusiasmo vem do fato de que, a primeira vista, eles parecem ser
carbono neutros, renovaveis e as plantas utilizadas como matéria prima podem
ser cultivadas em diferentes ambientes (THE ROYAL SOCIETY, 2008).

O foco primario de apoio de muitos governos tem sido o0s
biocombustiveis de segunda geracdo derivados de lignocelulose, também

conhecidos como biocombustiveis BTL (Biomas-to-Liquids ou Biomassa-para-
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Liguidos) uma vez que ela é o polimero mais abundante no planeta e ndo pode
ser digerida por humanos, ndo competindo diretamente com a oferta de
alimento (STEPHEN et al., 2012). Os principais passos da produc¢éo s&o (i) um
pré tratamento (por processos fisicos ou quimicos) que libera as hexoses e
pentoses da hemicelulose e (ii) um tratamento enzimatico (ou hidrolise quimica)
que libera a glicose da celulose (ZALDIVAR et al., 2001). No entanto, devido a
dificuldade em se superar a resisténcia natural das plantas a quebra de seus
acucares por fontes biolégicas tem tornado o processo muito caro para que
seja economicamente viavel (WYMAN, 2007). Uma das maiores barreiras
tecnoldgicas para a producdo de etanol de segunda geracédo € o alto custo das
enzimas utilizadas para a hidrélise da lignocelulose em glicose e sua baixa
eficiéncia (GREER, 2005; WINTERS, 2007; WYMAN, 2007).

Além disso, 0 uso de celulases e xilanases na reciclagem de papel tem
facilitado o processo e diminuido seu impacto ambiental. A presenca de tinta
nos papéis utilizados para a reciclagem requer o uso de surfactantes para a
sua remocédo, seguido de altas temperaturas para agregamento e disperséo
vigorosa para a diminuicdo de tamanho, constituindo processos séo
dispendiosos e que consomem grande quantidade de energia. A utilizacdo de
enzimas libera as particulas de tinta e portanto, facilita os passos seguintes
(PEREZ et al., 2002).

As industrias de papel e polpa de celulose utilizam grandes quantidades
de compostos de cloro para tornar a polpa mais branca, resultando na
producdo de dioxinas toxicas nos efluentes. O pré-clareamento da polpa com
xilanases pode reduzir o consumo de cloro entre 20 — 30% sem que a cor final
da polpa seja afetada. Xilanases livres de celulases e ativas em altas
temperaturas e ambientes alcalinos séo preferidas nesse processo (NAGAR et
al., 2012).

Na tecnologia de alimentos e ragdes animais, o uso de xilanases é
datado da década de 70, na panificagdo. Juntamente com a a-amylase, glicose
oxidase e proteases, as xilanases promovem a quebra da hemicelulose
presente na farinha de trigo, auxiliando na redistribuicdo de agua na massa,
aumentando seu volume e tornando-a mais macia e suceptivel a sova
(POLIZELI et al., 2005; GRUPPEN et al., 1993).
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A utilizacdo destas enzimas também é possivel na extracao de azeite de
oliva. A mistura comercial de enzimas Olivex, uma preparagdo de pectinase
com baixos niveis de celulases e hemicelulases, foi a primeira a ser utilizada
para o melhoramento do processo. A utilizacdo de misturas de enzimas permite
um aumento nos anti oxidantes presentes no produto e reducdo na inducao de
rancidez. Além disso, ela proporciona um aumento na extracdo (até 2 quilos de
0leo a cada 100 quilos de azeitonas) sob condi¢cdes de processamento a frio,
baixo contetudo de 6leo na agua resultante do processo e melhoramento geral
da eficiéncia da planta (BHAT, 2000). Da mesma forma, essas enzimas
poderiam desempenhar um papel importante na extracdo de Oleos de outras
plantas.

Na industria de ra¢Bes animais, celulases, xilanases e outras enzimas
sdo empregadas na fabricacdo devido a presenca da arabinoxilana da parede
celular dos graos utilizados. Ela aumenta a viscosidade da racéo, interferindo
na mobilidade e diminuindo a absorcéo de nutrientes (POLIZELI et al., 2005). A
adicdo de enzimas diminui a viscosidade e aumenta a digestibilidade do
produto nas partes iniciais do trato digestivo, resultando em melhor absorcao
de energia. Além disso, acredita-se que esse tipo de dieta seja responsavel
pela reducao de residuos indesejaveis de fosforo, nitrogénio, cobre e zinco nas
excretas, o que poderia diminuir os impactos ambientais causados pela criacdo
de animais (POLIZELI et al., 2005).

Entre outros processos biotecnolégicos, as celulases sdo utilizadas,
ainda, no processamento de tecidos como agentes de modificacdo da
superficie das fibras. As enzimas possuem diversos efeitos em tecidos com
base em celulose, como a viscose, 0 acetato de celulose e o liocel. Na viscose
e no liocel sdo utlizadas celulases para alterar a maleabilidade e
drapeabilidade, além de removerem a penugem da superficie. Elas ainda, elas
diminuem a tendéncia da viscose de soltar fios e reduzem a fibrilacdo do liocel
e do acetato de celulose (DURAN e DURAN, 2000). Ha relatos (SREENATH et
al., 1996) de que uma mistura de pectinases e xilanases livres de celulases é
igualmente eficiente na remocéo de fibras superficiais protuberantes.

A industria téxtil também utiliza as celulases como alternativa ao

processo de lavagem de jeans com pedras. O processo tradicional envolve a
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remocado da cobertura de amido com amilases e posterior tratamento do
produto com pedras pomes em grandes maquinas de lavas. A biolavagem
utiliza celulases para a quebra de pequenas fibras na superficie, diminuindo a
aderéncia da tinta ao jeans e facilitando sua remocdo mecéanica no ciclo de
lavagem. A vantagem da substituicdo das pedras € um produto final de maior
qualidade com menos danos as fibras, maior maciez e absor¢cédo de agua, além
de um aumento de produtividade das maquinas (KUHAD et al., 2011).

Misturas de celulases capazes de modificar a estrutura das fibrilas de
celulose sao adicionadas a detergentes com o objetivo de tornar as cores mais
vivas, tornar o toque dos tecidos mais macios e remover a sujeira de tecidos
com algod&do em sua composi¢do. A maior parte desses tecidos, apos lavagens
sucessivas perde suas caracteristicas originais e a acdo das celulases pode
restaurar suas propriedades tornando-o mais macio, além de remover
particulas de sujeira presas na malha de microfibrilas (BHAT, 2000).

Do exposto, considerando-se: (i) a importancia das enzimas microbianas
na biotecnologia; (ii) a prospeccdo de espécies bacterianas celuloliticas e
xilanoliticas ruminais; (iii) a parceria e a integracdo entre o Laboratorio de
Microbiologia do Rumen da EMBRAPA Gado de Leite de Juiz de Fora e o
Laboratério de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana do ICB/UFJF; é
proposto este estudo prospectivo para descricdo de espécies bacterianas
capazes de degradar da parede celular lignocelulésica associadas ao rimen de

bovinos mantidos em fazenda experimental, sob diferentes regimes dietéticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizacao, por estudo prospectivo bactérias potencialmente celuloliticas e
xilanoliticas a partir de amostras do conteddo ruminal de bovinos leiteiros
mantidos com diferentes dietas na fazenda experimental da EMBRAPA Gado

de Leite em Juiz de Fora, MG.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar em meio seletivo quimicamente definido, bactérias ruminais com
capacidade de crescimento utilizando-se fibra vegetal como Unica fonte

de carbono em cultivo primario;

e Avaliar a capacidade de degradacdo de celulose e xilana das bactérias

isoladas no cultivo primario;

e Caracterizar as bactérias celuloliticas e xilanoliticas quanto & morfologia
e metabolismo apés coloracdo de Gram, motilidade e atmosfera 6tima

de crescimento;

¢ l|dentificar por métodos bioquimicos, as bactérias isoladas pelo uso de

kits de identificacdo microbiana comerciais;

e |dentificar, as bactérias isoladas pelo sequenciamento do DNA
correspondente a regido codificadora do rRNA 16S e pesquisa de

similaridade das sequencias em bancos de dados disponiveis;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados no estudo dois grupos de bovinos leiteiros fistulados da
raca Holandés x Zebu mantidos nas instalacdes do Campo Experimental José
Henriqgue Bruschi (Coronel Pacheco — MG) da Embrapa Gado de Leite. Os
animais foram mantidos e manuseados de acordo com 0s preceitos éticos da
experimentacdo animal e os procedimentos encontram-se aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Gado de Leite, pelo parecer
n° 10/2011. Um dos grupos recebeu dieta rica em fibras vegetais (silagem de
cana de agucar, pastagem e capim elefante) e outro com silagem de milho
acrescida de glicerina bruta.

As coletas foram realizadas semanalmente, entre o periodo de junho a
novembro de 2011, onde era retirado em torno de 1 litro de conteddo ruminal
de forma manual para posterior acondicionamento em garrafas térmicas vazias
previamente aquecidas a 39°C e transporte até o Laboratorio de Microbiologia
do Rumem da Embrapa Gado de Leite. Todos os animais foram mantidos com

suas respectivas dietas por pelo menos uma semana antes das coletas.

4.2 ISOLAMENTO E CULTIVO DOS MICRORGANISMOS

O isolamento dos microrganismos foi feito de acordo com a metodologia
de Hungate (1966) modificada por Bryant e Burkey (1952). Em 34 coletas,
garrafas térmicas foram abertas sob fluxo de CO2 em capela de fluxo laminar e
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1mL de liguido foi retirado para diluicédo até 10 com auxilio do meio de diluicdo
(Anexo A) descrito por Bryant e Burkey (1952). Uma aliquota de 0,3mL foi
inoculada no meio simulador do habitat total (Anexo A) descrito por Hungate
(1966), apods diluicdo seriada do liquido ruminal até 10-1° , e o sistema incubado
a 39°C por 24 horas. As amostras derivadas de animais que receberam
silagem de milho acrescida de glicerina foram inoculadas em roll tubes (Anexo
A) contendo meio simulador do habitat total sélido nas concentracées 108, 109
e 1019 e incubadas a 39°C por 24 horas. As amostras provenientes de animais
com dieta rica em fibras receberam o mesmo tratamento, porém foram
inoculadas em roll tubes contendo o meio seletivo para bactérias celuloliticas
(Anexo A) descrito por Hungate (1950), com modificacdes. Colonias isoladas
dos roll tubes contendo meio simulador do habitat total foram selecionadas
para inoculacdo em placas de Petri com o0 mesmo meio para obtencdo de
cultura pura. O mesmo procedimento foi realizado para col6nias isoladas dos
roll tubes contendo meio seletivo para bactérias celuloliticas. Apos incubacao e
crescimento a 39°C por 24 horas, os isolados foram analisados quanto a
pureza e morfologia apds coloracao pelo método de Gram.

As culturas puras foram transferidas para o meio simulador de habitat
total para posterior congelamento em freezer a -20°C e inclusdo no banco de

microrganismos da Embrapa Gado de Leite.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE CELULOLITICA E XILANOLITICA

A capacidade bacteriana de degradacdo das fibras vegetais do tipo
celulolitica e xilanolitica foi verificada com o auxilio de zimogramas (TEATHER
& WOOD, 1981). Meios solidos NaPi 50mM, pH 7 + carboximetil celulose
(CMC) 0,5% ou xilana 1% (Anexo A) perfurados com uma pipeta de pasteur
estéril foram utilizados para os testes. Colbnias de 24 horas foram
centrifugadas por 10 minutos a 14 000 x g e 100uL do pellet e do sobrenadante

foram inoculados nas cavidades de ambos os meios e incubados por 24 horas
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a 39°C. Apos esse periodo as placas foram lavadas com agua destilada,
coradas com solugédo de vermelho de congo 0,1% por 10 minutos e lavadas
novamente com solugdo de NaCl 1M. Para visualizacdo e afericdo dos
possiveis halos foram realizadas fotos sob iluminacdo com ultra-violeta, com o
equipamento Eagle Eye (Stratagene). Como controle positivo e negativo foram
utilizados, respectivamente, 100uL do pellet de uma colonia de 24 horas da
bactéria com numero de referéncia C0048 S1.1 pertencente ao banco de

microrganismos da Embrapa Gado de Leite e 100 uL de NaPi 50mM, pH 7.

4.4 CARACTERIZACAO BIOQUIMICO-FISIOLOGICA

O perfil oxidativo em atmosfera 6tima de crescimento foi avaliado pela
realizacdo de teste respiratorio em placas de BHI Agar suplementado (Anexo
A). Os microrganismos foram inoculados em duplicata dentro de cé&mara
anaerobia e incubados por 24 horas a 39°C (uma em aerobiose e a outra em
anaerobiose). Foram consideradas anaerbbias estritas as bactérias que
cresceram somente em ambiente anaerdbio, enquanto que aerébios
anaerébios facultativos, as bactérias que cresceram em aerobiose e
anaerobiose.

A motilidade bacteriana foi avaliada a partir da inoculacdo dos isolados
em meio SIM suplementado (Anexo A), e posterior incubacdo em atmosfera
ideal de crescimento microbiano, como determinado pelo teste respiratorio, a
39°C por 24 horas.
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4.5 |IDENTIFICACAO MICROBIANA PELA UTILIZACAO DE KITS
COMERCIAIS

Kits comerciais semi-automatizados de identificacdo bioquimica de
microrganismos de interesse clinico foram utilizados para a identificacdo dos
isolados. O sistema APl 20A (BioMérieux Corporate) foi empregado na
identificacdo das bactérias anaerdbias estritas e o sistema BBL Crystal GP
(Becton, Dickinson and Company) foi utilizado na identificacdo dos cocos Gram
positivos anaerdbios facultativos. Todos os kits foram inoculados de acordo
com as instru¢des do fabricante, a partir de culturas dos microrganismos teste
de 24h, em meio Columbia Sangue para o sistema BBL Crystal e Agar Sangue

para o sistema API 20A.

4.6 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS ESPECIES ISOLADAS

O DNA total de todos os 67 isolados foi extraido com o auxilio do kit
comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) a partir do pellet
de 1 mL de colénias de 24 horas. A integridade do produto final foi avaliada
mediante a eletroforese em gel de agarose 0.8% e o gel foi posteriormente
corado com brometo de etidio e visualizado em transiluminador UV. A
concentracdo e qualidade do DNA foram determinadas com a utilizacdo de um
espectofotdbmetro (NanoDrop® ND-1000, Thermo Scientific).

Reacdes de PCR contendo  os primers IX (5 -
GGTGAAGTCGTAACAAG) e Il (57 - TGCCAAGGCATCCACC) descritos por
Saruta e colaboradores (1997) foram realizadas com o intuito de se determinar
os ribotipos presentes no grupo amostral. As amostras foram desnaturadas por
2 minutos a 94°C, seguido por 22 ciclos de desnaturacdo por 1 segundo a
94°C, anelamento por 2 segundos a 55°C e extensao por 10 segundos a 72°C
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e por fim, um periodo final de extensdo de 4 minutos a 72°C. A visualizacéo
desses ribotipos foi realizada a partir de eletroforese em gel de poliacrilamida
8%, coloracdo do gel com brometo de etidio e visualizagdo em transiluminador
UV. Os isolados foram divididos em grupos (biogrupos) com a maior
probabilidade de representarem a mesma espécie de acordo com as
semelhancas na ribotipagem e nos perfis bioquimicos obtidos durante a
realizagéo dos kits comerciais de identificagéo.

Em cada um dos grupos formados, 3 amostras foram selecionadas
aleatériamente, totalizando 39 amostras, para realizacdo de PCR com o0s
primers universais EUB338 (5 - ACTCCTACGGGAGGCAGC) e 926R (5 -
CCCGTCAATTCMTTTGAGTTT) (AMANN et al.,, 1990; WATANABE et al.,
2001), objetivando a amplificacéo da regidao do DNA codificadora do rRNA 16S.
As amostras foramd esnaturadas por 5 minutos a 94°C, seguido por 30 ciclos
de desnaturacdo por 1 minuto a 94°C, anelamento por 1 minuto a 60°C e
extensdo por 72°C, terminando com uma extenséo final por 10 minutos a 72°C.
A qualidade dos produtos foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1.2%,
coloracdo do gel com brometo de etidio e visualizagcdo em transiluminador UV.

Os produtos de PCR foram enviados para sequenciamento por
eletroforese capilar no aparelho ABI3130 (Applied Biosystems), utilizando-se
polimero POP7 e BigDye v3.1 na empresa Valid Biotecnologia (Belo Horizonte
— MG). As sequéncias resultantes foram identificadas por similaridade apés
comparacao no banco de dados GenBank (Nacional Institute of Biotechnology

Information), com o uso da ferramenta BLAST.
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5 RESULTADOS

De 34 coletas (17 de animais com dieta rica em fibras e 16 de animais
com dieta de silagem de milho acrescida de glicerina bruta) foram isolados no
total, 67 coldnias bacterianas nos meios de cultura primarios. Destas, 42
colbnias vieram dos animais com dieta rica em fibras e 25 vieram dos animais
com dieta de silagem de milho acrescida de glicerina.

Dos animais com dieta rica em fibras, apenas 26,19% foram confirmados
como potenciais metabolizadores de celulose, enquanto que 73,81% foram
confirmados como potenciais metabolizadores de xilana. Dos animais com
dieta de silagem de milho acrescida de glicerina, apenas 12% foram
confirmados como potenciais metabolizadores de celulose, enquanto que 88%
foram confirmados como potenciais metabolizadores de xilana (Figura 1 e 2).

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
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Frequéncia (%)

Dieta rica em fibras Silagem de milho
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B Celuloliticos H Xilanoliticos

Figura 1. Distribuicdo dos microrganismos ruminais recuperados que apresentaram atividade
celulolitica ou xilanolitica, de acordo com a dieta do animal hospedeiro.
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Figura 2. Zimogramas com resultados positivos para celulase na amostra 44. No orificio 44 foi
inoculado o pellet da cultura de 24 horas e no orificio 44’ foi inoculado o sobrenadante da
cultura centrifugada.

5.1 CARACTERIZACAO MORFO-TINTORIAL DOS MICRORGANISMOS
ISOLADOS CELULOLITICOS E/OU XILANOLITICOS

A coloragdo de Gram revelou que o perfil morfotintorial dos
microrganismos isolados de ambas as comunidades microbianas foi
semelhante (Figura 3). Dentre as bactérias isoladas do raimen de animais que
receberam dietas ricas em fibra, 31 eram cocos Gram positivos, 8 eram bacilos
Gram negativos e 3 eram bacilos Gram positivos, enquanto que dentre 0s
isolados do riumen de animais alimentados com silagem acrescida de glicerina,
21 eram cocos Gram positivos, 2 eram bacilos Gram negativos e 2 eram

bacilos Gram positivos.
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Dieta rica em fibras Dieta acrescida de glicerina bruta

B Cocos Gram positivos

B Bacilos Gram negativos

W Bacilos Gram positivos

Figura 3. Distribuicdo dos microrganismos ruminais recuperados que apresentaram atividade
celulolitica ou xilanolitica, de acordo com suas caracteristicas morfotintoriais e a dieta do
animal hospedeiro.

5.2 CARACTERIZACAO DO PERFIL ENERGETICO MICROBIANO

Dos microrganismos isolados, 14 foram identificados como anaerébios
obrigatérios e 53 como anaerdbios facultativos (Figura 4). N&o foram
observadas bactérias aerdbias estritas. Um nuamero maior de anaerdbios
estritos foi encontrado no raimem de animais que receberam uma dieta rica em

fibras vegetais.
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Dieta rica em fibras Dieta acrescidade
glicerina bruta

B Anzerdbios facultativos

B Angzerdhios estritos

Figura 4: Distribuicdo dos microrganismos ruminais recuperados que apresentaram atividade
celulolitica ou xilanolitica, de acordo com seu tipo de metabolismo energético considerando-se
a presenca de oxigénio no ambiente e a dieta do animal hospedeiro.

5.3 CARACTERIZACAO FISIOLOGICA E IDENTIFICACAO MICROBIANA

No teste de motilidade com o meio SIM observou-se que 12 bactérias
eram moveis, sendo destas 9 isoladas de animais que receberam dietas ricas
em fibra vegetal e 3 de animais que receberam silagem de milho acrescida de
glicerina bruta.

Pelos kits comerciais de identificacdo microbiana, das 67 linhagens
bacterianas isoladas, 49,3% foram identificadas ao nivel de espécie com
identidade aceitavel (15,15%) ou boa identificacdo (34,15%), enquanto que
50,7% linhagens nao foram identificadas pela técnica utilizada (tabela 2 e 3).
Um total de 7 espécies distintas foi identificado, sendo que Streptococcus
mutans estava presente somente entre 0s isolados provenientes de animais
com dieta com suplementacdo de glicerina e Pediococcus pentosaceus estava
presente somente entre os isolados provenientes de animais com dieta rica em

fibras.
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O bacilo Gram negativo C14A6 foi identificado como um fermentador

forte, porém o teste do nitrato foi negativo, sugerindo que essa bactéria ndo

seria integrante da familia Enterobacteriacea. Sendo assim, ndo foi proposta

sua identificacdo bioquimica pelo uso de kits comerciais.

Tabela 2. Identificac@o bioquimica pela utilizacdo de kits semi-automatizados comerciais dos
microrganismos ruminais recuperados de animais que receberam silagem de milho acrescida
de glicerina bruta que apresentaram atividade celulolitica ou xilanolitica.

Amostra Identificagdo Amostra Identificagao Amostra Identificagdo

P119 Sem identificagdo 2 P1113 Bifidobacterium spp2 ° P2116.3 Sem identificagéo °
P2116.1 Sem identificagéo ° P214 Streptococcus vestibularis 2 P2117 Sem identificacéo 2

P1l4 Streptococcus equinus @ P2114 Streptpcoccus equinus @ P2117.2 Streptococcus mutans @
P116 Sem identifica¢éo 2 P1116 Lactococcus lactis 2 P2117.3 Sem identifica¢éo 2

P117 Streptococcus vestibularis 2 P1I17 Streptotoccus salivarius 2 P3I5 Sem identificacéo 2

P4l1 Sem identificagéo 2 P4114 Streptococcus salivarius 2 P112 Sem identifica¢éo 2

P413 Streptococcus equinus 2 P4115 Sem identifica¢éo 2 P4117 Streptotoccus salivarius?
P4lI11 Sem identificagdo 2 P2113.2 Sem identificacéo 2

P4113 Sem identificagdo P P2115.2 Sem identificacédo @

a Sistema BBL Crystal GP ID; ° Sistema API 20A

Tabela 3. Identificagdo bioquimica pela utilizagcdo de kits semi-automatizados comerciais dos
microrganismos ruminais recuperados de animais que receberam uma dieta rica em fibras que

apresentaram atividade celulolitica ou xilanolitica.

Amostra ldentificagdo Amostra Identificac&o Amostra Identificagao

T1C2 Streptococcus equinus 2 C17A5 Bifidobacterium spp2 © T3A2 Sem identificacdo?

T2A1.1 Lactococcus lactis 2 C1l5 Sem identificag&o ° C15A3 Sem identifica¢éo 2

T2A2 Streptococcus equinus @ C118 Sem identificag&o ° C15A2 Sem identifica¢éo 2

T2A6 Streptococcus equinus 2 T3A2 Streptococcus vestibularis 2 | C15A8 Sem identificag&o °

T3A3 Streptococcus equinus @ C3I18 Sem identificacéo 2 C15A5 Sem identificag&o °
C10A12  Streptococcus vestibularis @ | C3I12 Streptococcus vestibularis 2 | C419.1 Sem identificag&o °
C10A11  Sem identificacéo 2 C3I3 Streptococcus vestibularis 2 | C511 Bifidobacterium spp2 ©
C11A2 Streptococcus equinus 2 C3I5 Streptococcus vestibularis 2 | C512 Bifidobacterium spp2 ©
C11A6 Sem identificagao 2 C4al12 Sem identificacdo P C4l110 Sem identificagdo 2

C11A3 Streptococcus equinus 2 C4I13 Sem identificacéo 2 C14A2 Streptococcus vestibularis 2
C13A9 Streptococcus equinus 2 C4l4 Sem identificacéo 2 C14A8 Streptococcus vestibularis 2
C13A1 Sem identificacéo 2 C4l5 Lactococcus lactis 2 C4l11 Sem identificacéo 2

C13A3 Streptococcus bovis 2 c4l6 Sem identificacéo 2 C4i18.1 Streptococcus vestibularis 2
C13A7 Pediococcus pentosaceus 2 | C5I8 Sem identificacAo® C14A4 Sem identificagéo 2

2 Sistema BBL Crystal GP ID; ® Sistema API 20A



39

Considerando-se  os  perfis  bioquimicos  demostrados pelos
microrganismos isolados nas galerias dos kits utilizados em funcdo das
reacoes propostas pelos fabricantes, foi realizado o agrupamento destes
microrganismos em biotipos semelhantes. Esse agrupamento mostrou a
ocorréncia de 26 biogrupos, e a partir deles foi possivel selecionar 30 isolados
bacterianos para a identificacdo molecular, considerando-se quando possivel, 0

sequenciamento de até 3 representantes por grupo (Figura 5 e 6).

P17, P2117.3 e P3I5
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. Positivo
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Figura 5: Biogrupos formados a partir de agrupamento dos resultados obtidos no kit comercial
BBL Crystal GP ID. As abreviagdes significam: FCT: controle negativo; FGC: glucésido; FVA:
valina; FPH: fenilalamina; FGS: glucésido; FPY: &cido piroglutdmico; FTR: triptofano; FAR:
arginina; FGA: glucosaminida; FHO: fosfato; FGN: glucurdnico; FIS: isoleucina; TRE: trealose;
LAC: lactose; MAB: glucosidio; SUC: sacarose; MNT: manitol; MTT: maltotriose; ARA:
arabinose; GLR: glicerol; FRU: frutose; BGL: glucésido; PCE: celobiosidio; PLN: prolina e
leucina; PHO: fosfato; PAM: maltésido; PGO: galactdésido; URE: uréia; ESC: esculina; ARG:
arginina.
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Figura 5 (continuagdo): Biogrupos formados a partir de agrupamento dos resultados obtidos no
kit comercial BBL Crystal GP ID. As abreviacdes significam: FCT: controle negativo; FGC:
glucésido; FVA: valina; FPH: fenilalamina; FGS: glucésido; FPY: acido piroglutdmico; FTR:
triptofano; FAR: arginina; FGA: glucosaminida; FHO: fosfato; FGN: glucurdnico; FIS: isoleucina;
TRE: trealose; LAC: lactose; MAB: glucosidio; SUC: sacarose; MNT: manitol; MTT: maltotriose;
ARA: arabinose; GLR: glicerol; FRU: frutose; BGL: glucdsido; PCE: celobiosidio; PLN: prolina e
leucina; PHO: fosfato; PAM: maltésido; PGO: galactosido; URE: uréia; ESC: esculina; ARG:
arginina.
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Figura 6: Biogrupos formados a partir de agrupamento dos resultados obtidos no kit comercial
API 20A (bioMérieux). As abreviagfes significam: IND: indol; URE: urease; GLU: glicose; MAN:
manitol; LAC: lactose; SAC: sacarose; MAL: maltose; SAL: salicina; XYL: xilose; ARA:
arabinose; GEL: gelatina; ESC: esculina; GLY: glicerol; CEL: celobiose; MNE: manose; MLZ:
melezitose; RAF: rafinose; SOR: sorbitol; RHA: ramnose; TRE: trealose; CAT: catalase; SPO:
esporos; GR: coloracdo de Gram; COC: morfologia (coco + / bacilo -).
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Além da proposicdo de biogrupos, foi realizada uma tentativa de
ribotipagem dos microrganismos a fim de auxiliar no agrupamento dos
biogrupos propostos. Os oligonucleotideos iniciadores Il e IX utilizados por
outros autores ja estabelecidos na literatura para a ribotipagem né&o
possibilitaram a amplificacdo de segmentos de DNA Streptococcus, nem do
isolado C14A6. Assim, a ribotipagem foi realizada apenas apara 0s outros
microrganismaos.

No total, foi possivel observar a presenca de nove ribotipos distintos,
sendo que alguns representantes bacterianos dentro de um mesmo ribotipo
foram agrupados, segundo seu perfil bioquimico-fisiolégico, em biogupos
diferentes. Representantes de todos os ribotipos, incluindo aqueles em
biogrupos diferente também foram selecionados para a identificagdo molecular
(Tabela 4).

Tabela 4: Biogrupos encontrados apés a ribotipagem dos bacilos Gram positivos e negativos
isolados de ambas as dietas.

Biobrupo Isolados Biogrupo Isolados
A C118, C1l5, C5I8 F Cc419.1
B P4113 G P2116.3
C C15A8, C15A5 H P2116.1
D P1I13 I c4i2
E C5I1, C5I12

A amplificacdo da regido do DNA bacteriano codificadora do rRNA 16S
foi realizada com todos os isolados selecionados entre os biogrupos 1 a 19,
com um integrante de cada ribotipo identificado entre os bacilos isolados e com
a bactéria C14A6, totalizando 39 bactérias. A reacdo de PCR resultou em um
produto de 560 pares de base (Figura 7) que, apés o sequénciamento,
possibilitou sua comparacdo ao banco de dados Genbank resultando em
identificagdo microbiana por similaridade apos alinhamento das sequencias
obtidas.
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de PCR obtidos a partir da
amplificacé@o da regido do DNA bacteriano codificadora do rRNA 16S. Canaletas 1 e 20, padréo
de peso molecular 100bp Ladder (Promega); canaletas 2 a 18 e 21 a 35, amplicons
representativos de 560 pb submetidos ao sequenciamento. A canaleta 19 foi utilizada como
controle negativo da reagéo.

Em algumas situacdes foi possivel a identificacdo das espécies
bacterianas, enquanto que em outros momentos foi possivel identificacdo
apenas no nivel de género bacteriano. Para um isolado bacteriano, devido a

baixa identidade das sequencias ap0s alinhamento (86%) (Tabela 5, Anexo B).
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Tabela 5: Resultado do sequenciamento das 39 amostras selecionadas dentre os biogrupos
formados.

Amostra Biogrupo Identificagdo molecular
C5I12 E Selenomonas ruminantium
P1117 19 Streptococcus sp.

P413 12 Streptococcus sp.

C5I8 A Pseudobutyrivibrio sp.
C419.1 F Selenomonas ruminantium /Mitsuokella jalaludinii
C14A6 - Sem identificacdo
P4113 B Pseudobutyrivibrio ruminis
P2116.3 G Pseudobutyrivibrio sp.

C4l2 I Selenomonas ruminantium
P2116.1 H Selenomonas ruminantium
C15A8 C Pseudobutyrivibrio sp.
P1113 D Lactobacillus vitulinus

P3I15 1 Streptococcus sp.

P2117.3 1 Streptococcus sp.

C413 3 Streptococcus sp.

C414 5 Streptococcus sp.

C4110 2 Streptococcus sp.

P2115.2 13 Streptococcus sp.

P2117 1 Streptococcus sp.
C4l11 11 Streptococcus sp.

C416 10 Streptococcus sp.

C3I8 7 Streptococcus sp.
C15A2 9 Streptococcus sp.
C13A1 8 Streptococcus sp.
C11A6 6 Streptococcus sp.
C10A11 4 Streptococcus sp.
C13A3 16 Streptococcus sp.
C13A7 18 Streptococcus sp.
P2117.2 17 Streptococcus sp.

P4117 19 Streptococcus sp.

P4114 19 Streptococcus sp.

P2i14 12 Streptococcus sp.

C3I5 14 Streptococcus sp.
C14A2 14 Streptococcus sp.
C14A8 14 Streptococcus sp.
T2A1.1 15 Streptococcus sp.

C415 15 Streptococcus sp.

P1116 15 Streptococcus sp.

T1C2 12 Streptococcus sp.

(-) N&o faz parte de nenhum biogrupo.

E possivel observar que houve diferencas significantes entre a

identificagcdo bioquimica e a identificagdo molecular dos isolados (Tabela 6 e 7).
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Entre os isolados de animais com dieta rica em fibras, 75% das bactérias eram
Streptococcus sp., 8.33% eram Pseudobutyrivibrio sp., 12.5% eram
Selenomonas ruminantium e 4.16% n&o foram identificadas. Entre os isolados
de animais que receberam silagem de milho acrescida de glicerina 73.3%
foram identificados como Streptococcus sp., 13.33% como Pseudobutyrivibrio
sp., 6.66% como Selenomonas ruminantium e 6.66% como Lactobacillus

vitulinus (Figura 8)

Tabela 6: Comparacao entre a identificacao bioquimica e a identificacdo molecular dos isolados
de animais que receberam dieta rica em fibras.

Amostra Identificag&o bioquimica Identificagdo molecular
T1C2 Streptococcus equinus @ Streptococcus sp.
T2A1.1 Lactococcus lactis @ Streptococcus sp.
C10A11 Sem identificacdo 2 Streptococcus sp.
C11A6 Sem identificagéo 2 Streptococcus sp.
C13A1 Sem identificacéo 2 Streptococcus sp.
C13A7 Pediococcus pentosaceus 2 Streptococcus sp.
C14A6 - Sem identificagcéo
C3I18 Sem identificacéo 2 Streptococcus sp.
C4l15 Lactococcus lactis 2 Streptococcus sp.
C5I8 Sem identificacio® Pseudobutyrivibrio sp.
C3I5 Streptococcus vestibularis 2 Streptococcus sp.
C4l12 Sem identificacéo ° Selenomonas ruminantium
C15A2 Sem identificacdo 2 Streptococcus sp.
C15A8 Sem identificagéo P Pseudobutyrivibrio sp.
C419.1 Sem identificagéo P Selenomonas ruminantium /Mitsuokella jalaludinii
C5I2 Bifidobacterium spp2 b Selenomonas ruminantium
C4110 Sem identificacdo 2 Streptococcus sp.
C14A2 Streptococcus vestibularis 2 Streptococcus sp.
C14A8 Streptococcus vestibularis 2 Streptococcus sp.
C4111 Sem identificacdo 2 Streptococcus sp.
C4I3 Sem identificacdo 2 Streptococcus sp.
C414 Sem identificacdo 2 Streptococcus sp.
C13A3 Streptococcus bovis 2 Streptococcus sp.
C4l6 Sem identificacdo 2 Streptococcus sp.

a Sistema BBL Crystal GP; © Sistema API A; (-) ndo submetido a identificacdo bioquimica
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Tabela 7: Comparacgéo entre a identificacdo bioguimica e identificacdo molecular dos isolados
de animais que receberam dieta composta por silagem de milho acrescida de glicerina bruta.

Amostra Identificacao bioquimica Identificagdo molecular
P4114 Streptococcus salivarius 2 Streptococcus sp.
P2116.1 Sem identificacéo © Selenomonas ruminantium
P413 Streptococcus equinus 2 Streptococcus sp.
P4113 Sem identificacéo ° Pseudobutyrivibrio ruminis
P1113 Bifidobacterium spp2 b Lactobacillus vitulinus
P2114 Streptpcoccus equinus 2 Streptococcus sp.
P1116 Lactococcus lactis 2 Streptococcus sp.
P2116.3 Sem identificacéo ° Pseudobutyrivibrio sp.
P2117 Sem identificacédo 2 Streptococcus sp.
P2117.2 Streptococcus mutans @ Streptococcus sp.
P4117 Streptotoccus salivarius? Streptococcus sp.
P2115.2 Sem identificacéo @ Streptococcus sp.
P1117 Streptotoccus salivarius 2 Streptococcus sp.
P3I5 Sem identificacéo @ Streptococcus sp.
P2117.3 Sem identifica¢éo @ Streptococcus sp.

a Sistema BBL Crystal GP; ? Sistema API A; (-) ndo submetido a identificacdo bioquimica
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Figura 8: Comparacao da distribui¢do entre as espécies bacterianas celuloliticas e xilanoliticas

isoladas do contetido ruminal dos bovinos mantidos sob diferentes regimes dietéticos.
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6 DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO FISIOLOGICA DOS ISOLADOS

Considerando-se que a diversidade bacteriana ruminal ndo esta ainda
bem caracterizada, a prospecc¢ao de microrganismos celuloliticos e xilanoliticos
neste ecossistema permitiu a recuperacdo de bactérias capazes de utilizar a
fibra vegetal como fonte de carbono.

A maioria dos isolados obtidos foi caracterizada quanto ao seu aspecto
morfotintorial pela coloracdo de Gram como cocos Gram positivos. Ja& em 1966,
Hungate relatou que existe um predominio de cocos Gram positivos na
microbiota ruminal, de tamanhos variados, geralmente entre 0,4 — 1,0 um de
didmetro e 1 — 3 um de comprimento. Estudos mais recentes (EDWARDS et
al., 2004) baseados na analise do sequenciamento da regido do DNA
bacteriano codificadora do rRNA 16S também confirmam que as bactérias
Gram positivas sdo predominantes no raimem.

As bactérias fibroliticas comp&em uma importante parte da microbiota
ruminal, possuindo papel na degradacdo bioldgica da fibra vegetal ingerida
pelos ruminantes (KOIKE e KOBAYASHI, 2009). Durante o estudo foi
constatado que 26,19% dos isolados provenientes de animais que receberam
dieta rica em fibras e 12% dos isolados provenientes de animais que recebram
silagem de milho acrescida de glicerina eram celuloliticos. Resultados similares
foram encontrados por Dehoroty e colaboradores em 1989 durante um estudo
sobre a enumeracdo de bactérias ruminais, onde animais que receberam uma
dieta composta somente de feno de alfafa apresentaram uma porcentagem
maior de microrganismos celuloliticos do que animais que receberam uma dieta
composta de 60% de milho e 40% de palha de alfafa. Esses resultados
corroboram com a idéia de que o fornecimento de uma dieta rica em um
determinado substrato aos animais, no caso a lignocelulose, pode causar uma

maior proliferacdo dos microrganismos que degradam esse substrato.
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Pode-se observar que a porcentagem de bactérias xilanoliticas obtidas
neste estudo foi superior a de bactérias celuloliticas. Esse resultado foi obtido
devido ao grande numero de microrganismos hemiceluloliticos presentes no
raimen e também pela capacidade de digerir hemiceluloses caracteristica de
todas as bactérias celuloliticas (HUNGATE, 1966).

Considerando-se a forma e o tipo de parede celular bacteriana, o que
reflete na caracterizagdo microbiana pela coloragcdo de Gram, acredita-se que
animais alimentados com feno e forragem apresentam uma quantidade maior
de bactérias Gram negativas no rimem, enquanto que animais que recebem
racdes baseadas em graos possuem uma propor¢ao maior de bactérias Gram
positivas (Hungate, 1966).

Neste estudo, n&do foram encontradas diferencas significativas na
proporcao entre Gram positivos e Gram negativos nos isolados de ambas as
dietas, considerando-se sua capacidade de degradacao de fibras vegetais com
atividade celulolitica ou xilanolitica. O fato de haver diferencas na composicéo
da microbiota entre animais de uma mesma espécie que recebem a mesma
dieta (MOHAMMED et al, 2012; KONG et al., 2011) provavelmente ndo esta
relacionado com os resultados obtidos, isto é, com atividade metabdlica
especifica, considerando-se a riqgueza de nutrientes que sédo oferecidos aos
microrganismos ao se variar os substratos oferecidos aos ruminantes.

A alimentacdo de ruminantes com dietas ricas em gréos pode causar um
aumento expressivo na populacdo de cocos Gram positivos (GUTIERREZ et
al., 1959). Em concordancia com a literatura, nossos dados mostram um
aumento de em torno de 15% no numero de cocos Gram positivos anaerébios
facultativos isolados de animais que receberam dieta de silagem de milho
acrescida com glicerina em comparacdo com os isolados de animais que
receberam uma dieta rica em fibras vegetais.

O numero reduzido de microrganismos que apresentaram motilidade nas
avaliacdes in vitro, esta relacionado ao fato de que a maior parte dos isolados
celuloliticos e xilanoliticos sdo cocos e a motilidade em neste tipo morfolégico
de bactéria, considerando-se qualquer que seja sua origem, é rara (LEIFSON
et al., 1964).
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Nos ruminantes, o trato gastrointestinal ndo apresenta microrganismos
associados no momento do nascimento, tal como esperado para outras
espécies de animais. Porém essas superficies mucosas sao rapidamente
colonizadas por bactérias nas primeiras 24 horas de vida e os anaerobios
estritos ja se tornam predominantes no segundo dia apds o nascimento (LI et
al., 2012; FONTY et al.,, 1989). Desta forma, apesar da predominéncia de
bactérias anaerdbias esperada entre 0s microrganismos ruminais, nesse
estudo considerando-se a prospeccao de bactérias celuloliticas e xilanoliticas,
0S anaerébios nao foram os microrganismos predominantemente recuperados.

De acordo com dados da literatura, principalmente devido a limitacbes
nas técnicas de cultivo de bactérias anaerdbias, sobretudo as extremamente
sensiveis ao oxigénio, os cocos Gram positivos como bactérias do género
Streptococcus, figuram entre as mais frequentemente isoladas de amostras de
liquido ruminal. (Bryant, 1959). No nosso estudo, deve ser considerado ainda,
que a distancia fisica, o transporte e a metodologia de isolamento e cultivo de
anaerobios (técnica do roll tube) podem ter contribuido para a baixa
recuperacdo de bactérias anaerdbias potencialmente celuloliticas ou
xilanoliticas ruminais. Por outro lado, do ponto de vista biotecnolégico a
utilizacdo de bactérias celuloliticas ou xilanoliticas aerdébias anaerdbias
facultativas teria maior valor, pela facilidade técnica de cultura em ambiente

nao anaerobico.

6.2 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA

A introducdo de kits de identificacdo bioquimica automatizados no
mercado forneceu uma alternativa a identificagéo bioquimica manual, tornando
0 processo mais rapido e preciso (MCLAUGHLIN et al., 1984). Apesar de
serem altamente eficazes e de grande utilidade, esses kits foram desenvolvidos
com o objetivo de identificar microrganismos de importancia clinica.

Atualmente, ndo ha disponibilidade no mercado de kits de identificacdo
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bioquimica de bactérias de origem ambiental, porém h& estudos que fazem uso
dos kits de identificagdo de bactérias de interesse clinico para esse fim
(HASSEN et al., 1998; DALSGAARD et al., 1996).

Nesse estudo, foi constatado que a identificacdo de bactérias ruminais a
partir do uso dos kits APl 20A e BBL Crystal GP ID nao é eficaz, uma vez que
nao foi possivel determinar a espécie de mais da metade dos isolados. Apesar
da identificacdo de algumas bactérias como Streptococcus bovis, pelo sistema
BBL Crystal GP ID, e Bifidobacterium spp2., pelo sistema APl 20A, ser possivel
para amostras provenientes de conteudo ruminal, a identificacdo de
Streptococcus salivarius e Streptococcus vestibularis € duvidosa, uma vez que
essas sdo bactérias de interesse clinico tipicamente encontradas na cavidade
oral humana (WHILEY e HARDIE, 1988; BARRETTO et al., 2012).

Essas falhas de identificacdo podem estar relacionadas a limitacées nas
bases de dados dos kits, uma vez que eles foram desenvolvidos com o objetivo
de identificar microrganismos de interesse clinico e ndo tém incluidas as
principais espécies bacterianas do ramem. Desta forma, pode-se esperar que a
utilizacdo destes kits comerciais possa produzir resultados incertos devido a
variabilidade de expressdo de caracteristicas fenotipicas, que sdo usadas
como parametro de identificagdo. Adicionado a isso, nestes sistemas
comerciais os resultados das provas sdo baseadas em mudanca visual de
cores e/ou fluorescéncias, 0 que torna sua interpretacdo subjetiva (COUTO et
al., 2001; ALEXOPOULOU et al., 2006).

Por outro lado, dada a diversidade microbiana associada ao rimen, e a
caréncia de dados cientificos sobre a identificacdo especifica desses
microrganismos, pelo estabelecimento de marcadores fisiolégicos para
diferenciacdo bacteriana, a diferenciacdo e identificacdo dos diferentes grupos
de bactérias ruminais por caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas, torna-se
dificultada (RUSSEL et al., 2001).

Considerando-se a influéncia da dieta do hospedeiro no comportamento
bioquimico e fisioldgico bacteriano, durante analise da microbiota ruminal sob o
efeito de duas dietas diferentes, Svetlana e colaboradores (2001) observaram
um pequeno aumento na diversidade da comunidade bacteriana presente em

animais que receberam dietas ricas em amido. Em nosso estudo, mesmo
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utilizando-se métodos de cultivo de microrganismos diferentes para as duas
dietas, os perfis das comunidades proporcionados pela identificagdo bioquimica
dos isolados provenientes de animais que receberam dieta rica em fibras e de
animais que receberam silagem de milho acrescida de glicerina bruta
apresentaram poucas diferencas. Esses dados corroboram com nossos
resultados uma vez que, neste estudo, a variacdo de dieta dos animais, de
cujos conteudos ruminais foram isolados as bactérias celuloliticas e
xilanoliticas, nado interferiu de maneira geral, nos tipos fisiologicos e

aparentemente bioquimicos dos microrganismos recuperados.

6.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR

A identificacdo bioguimica de microrganismos ruminais ainda apresenta
desafios, uma vez que as semelhancas morfologicas e fisiologicas além da
grande diversidade microbiana no ramen, torna dificil a distingdo das espécies
(RUSSEL e RYCHLIK, 2001). A necessidade de ferramentas de identificagdo
mais precisas foi sanada pela disponibilidade das técnicas de sequenciamento,
como o sequenciamento da regido do DNA codificadora do rRNA 16S
bacteriano, uma vez que a divergéncia nas sequencias desses segmentos
génicos permite, a principio, definir o limite entre uma espécie e outra (AMANN
et al., 1990).

Entretanto, apesar de sua universalidade e precisdo, a utilizacdo do
sequenciamento de pequenas subunidades do rRNA para a identificacdo de
microrganismos ainda é relativamente laboriosa e de certo custo, sobretudo
considerando-se a disponibilidade de infraestrutura e do consumo rotineiro de
reagentes quimicos. Assim, apesar do sequenciamento de DNA gendmico
permanecer como padrdo na identificacdo de espécies de seres vivos, outras
metodologias vém sendo estudadas para serem propostas como ferramentas
alternativas para identificacdo precisa que permitam o processamento rapido

de um grande volume de amostras para uma descricao detalhada e precisa da
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estrutura, dindmica populacional e atividade funcional da comunidade
microbiana do rimen (SVETLANA et al., 2001).

No nosso estudo, a partir da andlise dos resultados obtidos na
identificacdo bioquimica, ribotipagem e na identificacdo molecular dos
microrganismos isolados, observou-se que ocorreram diferencas na
caracterizagdo microbiana pelo uso das técnicas, fisiolégicas e moleculares.
Mais da metade dos isolados ndo pode ser identificado com o auxilio dos kits
bioquimicos. Durante a analise dos dados obtidos, foi possivel observar que
alguns bacilos que obtiveram a mesma identificagcdo molecular apresentaram
diferentes ribotipos e faziam parte de diferentes biogrupos. Isso pode ser
justificado uma vez que a presenca de ribotipos diferentes dentro de uma
mesma espécie ndo € de ocorréncia rara e pode indicar a presenca de grupos
evolucionarios diferentes (FUJITA et al., 2005). Além disso, a utilizacdo dos
oligonucleotideos iniciadores Il e 1X, ndo se mostrou eficaz para a ribotipagem
de cocos Gram positivos ruminais, tal como para a ribotipagem de cocos Gram
positivos do género Staphylococcus, motivo da sua proposicao.

Em relacdo as bactérias isoladas, para as quais os métodos de
identificacdo permitiram a nomeacao microbiana, o género Streptococcus foi
relacionado aos cocos Gram positivos por ambas as abordagens
metodoldgicas, porém com grandes divergéncias em relacdo a caracterizacao
especifica. O género Streptococcus compreende espécies bacterianas iméveis
e abundantes no rdmen, com representantes responsaveis por diversas
atividades, como a degradacdo do amido e outros substratos. E aceito que
estes microrganismos sejam as bactérias mais isoladas do ambiente ruminal
(HUNGATE, 1966).

O rimem € um ambiente de populacdo complexa e, por esse motivo, a
taxonomia dos microrganismos residentes em seu interior esta em constante
mudanca (CEPELJNIK et al.,, 2003; STURT et al., 2010; SCHLEGEL et al.,
2003). Esse pode ser considerado um dos motivos de terem sido obtidos perfis
tdo préximos na identificacdo dos isolados. Além disso, a interpretacdo dos
dados de sequenciamento do rRNA 16S podem ser complicadas devido ao fato
de possivel divergéncia nas sequencias de um mesmo organismo ou devido a

espécies evolutivamente proximas possuirem sequencias de rRNA 16S quase
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idénticas (UEDA et al., 1999; FOX et al., 1992). Isso pode se observado em
linhagens do grupo Streptococcus bovis (S. bovis, Streptococcus caprinus, S.
equinus, S. gallolyticus, S.infantarius e S. macedonicus) onde a porcentagem
de identidade varia entre 97 e 98%. Para que essas linhagens possam ser
diferenciadas, é necessario utilizar sequencias alvo de copia Unica no genoma
que exibam maior divergéncia do que a do rRNA 16S. Segundo dados da
literatura, o gene sodA presente em cocos Gram positivos € uma das
possibilidades que pode ser considerada (POYART et al., 2002).

As variacoes fisiologicas observadas entre os microrganismos isolados,
somada a pequena diferenca na identidade obtida no sequenciamento (Anexo
B) podem indicar, ainda, possibilidade de que os oligonucleotideos iniciadores
utilizados para a amplificacido da regido do genoma bacteriano codificadora da
subunidade 16S do rRNA pode ndo sido complementar as regides de maior
polimorfismo, impedindo sua amplificacdo. Esse fato poderia interferir na
distincdo entre as espécies, como no caso do isolado C419.1, que apresentou
identidades variando entre 93 e 95% para trés géneros diferentes. O mesmo
ocorreu com todos o0s cocos isolados nesse estudo (Anexo B), onde em todos
os casos foram obtidas identidades muito préximas para as espécies
Streptococcus lutetiensis, Streptococcus equinus, Streptococcus luteciae,
Streptococcus pasteurianus e Streptococcus alactolyticus. Apenas o isolado
P1113, identificado como Lactobacillus vitulinus, obteve identificacdo final Gnica.

Em relacdo aos bacilos, assim determinados apds avaliacdo
morfologica, ndo foram observadas correlacdes em nenhum nivel de
identificagcdo, considerando-se as metodologias utilizadas.

Alguns dos isolados celuloliticos obtidos no trabalho foram identificados
como Selenomonas ruminantium ou Selenomonas ruminantium subsp.
lactilytica. Essa € uma bactéria ruminal, bastonete curvo, Gram negativo,
anaerobia estrita e ndo formadora de esporos, que pode ser responsavel por
22 a 51% da contagem total de bactérias do rimem (CALDWELL e BRYANT,
1966). Apesar de S. ruminantium ser conhecida por fermentar diferentes tipos
de carboidratos, porém ndo 0s que compoem a parede celular vegetal
(HUNGATE, 1966; KINGSLEY e HOERNIGER, 1973), estudos recentes

indicam a possibilidade de envolvimento dessa espécie na digestdo de fibras
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(KOIKE e KOBAYASHI, 2011). Os resultados obtidos no presente estudo
fornecem novas evidéncias da existéncia de atividade fibrolitica entre membros
dessa espécie.

Representantes do género Pseudobutyrivibrio sp. também foram
identificados entre os isolados. Esses microrganismos compreendem, também
bacilos celuloliticos curvos Gram negativos, anaerobios estritos, nao
formadores de esporos, que se locomovem por meio de um flagelo Unico polar
ou subpolar e foram isolados pela primeira vez de vacas em pastagem por
Gylswyk e colaboradores em 1996.

Para uma das bactérias isoladas, a metodologia molecular de
identificacdo direcionou a sua identidade para, possivelmente, a espécie
Mitsuokella jalaludinii. Esses microrganismos sdo também bastonetes cruvos
tipicamente ruminais, Gram negativos, produtores de fitases, ndo formadores
de esporos e anaerobios estritos que foram isolados pela primeira vez em
bovinos (Lan et al., 2002).

Entre os bastonetes Gram positivos, foi identificada a espécie
Lactobacillus vitulinus. Essas bactérias, bastonetes anaerobios estritos,
segundo dados da literatura foram isolados pela primeira vez do rimen de
bovinos em 1973 (SHARPE et al., 1973). Desde entdo, niumeros significativos
dessa espécie foram encontrados no rimen de animais que recebiam dietas
ricas em fibras (BRYANT et al.,, 1960). Apesar disso, ndo foi encontrado na
literatura estudos que relatam indicios de atividade celulolitica para essa

espécie, tal como observado no nosso estudo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A hidrolise de material lignoceluldsico resulta em produtos de alto valor
comercial que sdo de grande interesse em diversas areas da industria. Essa
hidrélise é dificultada devido a barreiras tecnolégicas na producédo e a baixa
eficiéncia de celulases e xilanases, 0 que torna esse processo dispendioso e
dificulta a inclusdo do produto final no mercado. Nesse sentido, estudos que
tenham como objetivo o melhoramento das enzimas ja existentes ou a
descoberta de microrganismos com capacidade de hidrolisar a fibra vegetal sdo
de grande importancia e representam potencial ganho tecnoldgico que pode
ser utilizado para amenizar as dificuldades encontradas na hidrolise do material
lignocelulésico.

Apbs a analise do comportamento dos representantes da comunidade
bacteriana ruminal frente a duas dietas diferentes, uma rica em fibras e a outra
composta por silagem de milho acrescida de glicerina bruta, foi possivel avaliar
que ndo houve alteracdes significativas em seu perfil, mesmo com métodos de
cultivo diferentes. Apesar de a literatura encontrada relatar o contrario, embora
nao considere o isolamento seletivo de microrganismos, buscando atividade
metabdlica especifica, € importante lembrar que o método de cultivo de
bactérias ruminais atual ndo possibilita a recuperacdo da maior parte da
microbiota, sendo que alteracbes possam ter ocorrido nas populagdes
bactérianas nao cultivaveis.

O rimem é um ecossistema complexo e que ainda necessita de varios
estudos de forma a ser bem compreendido. A identificacdo de bactérias
ruminais por meios bioquimicos continua sendo problematica e portanto néo e
aconselhada, uma vez que € de baixa confiabilidade. Apesar de semelhancas
com a identificacdo molecular, o uso dos kits de identificacdo bioquimica
comerciais APl 20A e BBL Crystal GP ID nado € indicado uma vez que séo
destinados a identificacdo de microrganismos de interesse clinico e seus

bancos de dados nao incluem as principais espécies bacterianas do rimem.
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Apesar de terem sido encontrados problemas na distincdo das espécies
isoladas, a identificacdo molecular por meio do sequenciamento da regiao do
genoma bacteriano codificadora da subunidade 16S do rRNA continua sendo
um método preciso para a identificacdo de microrganismos ruminais. Cuidados
devem ser tomados na escolha dos primers utilizados para a reacdo, uma vez
que um iniciador ndo adequado pode resultar em baixa distincdo entre as
espécies. Ainda, deve-se ter em mente que a taxonomia das bactérias ruminais
esta em constante mudanca e que ha espécies que somente podem ser
distintas com o0 sequenciamento complementar de outras regides que ndo a
codificadora do rRNA 16S.

A identificagdo de um isolado potencialmente celulolitico e xilanolitico
como Lactobacillus vitulinus constitui novas evidéncias da presenca de
atividade fibrolitica em individuos dessa espécie. Mais estudos devem ser
realizados de forma a comprovar a expressao de fitases por essa bactéria.

Os resultados obtidos nesse estudo sdo importantes para a melhor
compreensao do ecossistema ruminal e futuramente podem contribuir para o

melhoramento da hidrélise de material lignocelulésico na inddstria.
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8 CONCLUSOES

O meio seletivo quimicamente definido permitiu o isolamento de
bactérias ruminais com capacidade de crescimento utilizando-se fibra

vegetal como Unica fonte de carbono em cultivo primario;

Compondo a diversidade bacteriana ruminal, foram detectadas bactérias
Gram positivas e Gram negativas, cocos e bastonetes anaerdbios
facultativos e obrigatérios com capacidade de degradacédo de celulose e

xilana, a partir do cultivo primario;

Os kits de identificacdo bioquimica API 20A e BBL Crystal GP ID néo
sdo adequados para a rapida identificacdo de isolados da microbiota

ruminal, dados os baixos niveis de identificacdo aceitavel observados;

Embora considerada ferramenta altamente sensivel, o sequenciamento
da regido do DNA bacteriano codificadora para o rRNA 16S com
oligoiniciadores universias para o Dominio Bacteria, ndo foi eficaz na

identificacdo de todos os isolados bacterianos.

Que é de nosso conhecimento até o momento, a prospeccdo de
microrganismos com potencial atividade celulolitica e xilanolitica de
origem ruminal permitiu, de maneira inédita, a atribuicdo desta

caracteristica a uma linhagen de Lactobacillus vitulinus.
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ANEXO A — Meios de cultura utilizados

BHI (Brain Heart Infusion) Agar Suplementado

BHIAQAY ...ttt ettt 379
EXIrato de I@VEAUIE ........cooiieei e 59
HEMINGA 0.190 ..oeiiiiiieeiie et e 1mL
MENAAIONA 0.2190 ..ottt ImL
T ol 1] (T o = RO PRPPP 0.59
H2O DeStilada gSP «vvvveeeeeeeieeeeee ettt e e e e 1000mL

SIM (Sulfureto, Indol, Mobilidade) Suplementado

IMEIO SIM L.t 36.239g
EXtrato de IeVEAUIA .........oovviiiiiie e 89
HEMING 0.290 ...ttt r e e e e e e e e e e e e e e e e e s snnnnnnes 1mL
YT aF=To [ o] o F= T 000 R 1mL
I ol 1S] (=T - PRSPPI 19
H2O deStlada .....ooeeeieieeecec e 1000mL

Solucéo Mineral |
(0] | TR 69
[ PO 0 (51 1] F= T = 1000 mL

Solucao Mineral Il

KIHZPOM e eeeeee oo oo e eee e 69
[ L 2 15 PR 129
N = L PO PPPPPPPTPPPR 129
MGSO8 THZO oo eeeeeeeeee e eee e eee e eeeeeeeeeee 1,29

CACI2 2ZH20 . 1,29
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[ P24 O N0 (215 (1= Yo £ AR 1000mL

Meio de diluicéo

Yo [0 o= To TN 1Y [T U= = | PP PSUPRSSR 75 mL
Yo [0 Cor=To TN \Y 1T U= = | | PSSR 75 mL
H20 desStilada ......coooeeeeieeeeeeee e 850 mL
RESAIZUINNA 0,190 ...eeiiie e e e e e e e e e e e e eanaas 1mL
V=T [0 @ 1 S PSRRI 49
O 153 (=1 - SRR 0,5g

Meio simulador de habitat total

H20 deStilada ....ccevviieieeieeieeeeeeeee e 220 mL
Liquido ruminal clarificado .............ccueeiiieiiiiiiiii e 200 mL
Y0 [0 (ot=To I 1Y 11 U= = | PRSP 37,5mL
Yo [0 o= To I 1Y [T =T = | | PP PUPURPSP 37,5 mL
B I 00 - PP PPPPPRPPRRRRN: 19
= (O 0 [ (=YL= To U] = L 0,25g
Y0 [0 [o%=To Jo [N o110 1T F= U R USRS 0,5mL
Solucdo de resarzuring 0,1 %0 ......oovvvveviiieiii e 0,5mL
Solucéo de acidos graxos VOIAtEIS (AGV) ....ceevevviiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeaa 5mL
GlICOSE ..ttt e e e e e e e e e e e 19
CIODIOSE ... 19
IMIAITOSE ... e e e ———————————— 19
AMIAO SOIUVEN ... e 0,75g
A = O @ TP PPPPPPRPPPPRTPP 29
I O 1) (< 1= T 0,25g

Meio s6lido simulador de habitat total
[ 124 @ I [215) 11 1= Yo - RO PRI 220 mL

Liquido ruminal clarificado ............ccceeeeeiiiiieiiii e 200 mL
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Yo [0 Cor=To I 1Y 1T =T = | P PUPUTPSR 37,5 mL
Y0 [0 Lot=To I 1Y 1T U= = | | P UPPRTRSPR 37,5mL
1] 0] (0] F= TSP PPPPPR 19
EXtrato de IeVEAUIA .........ovveiiiiiiiie e e e 0,25g
SY0] [0 [or=To Jo (SN o 1T 0 1T F= U K PRSP 0,5mL
Solucdo de resarzuring 0,1 %0 ......ovvvveeiiiiiie e 0,5mL
Solucdo de &cidos graxos VOIAtEIS (AGV) .....uuveiiiieiiiiiiiiiiiieeeeee e ees e 5mL
GlICOSE ..ttt et a e as 19
(O] (0] o] 011 SRR PPPUOUR 19
Y= 11 (0 = TSR 19
P g 1o [ Yo ] 11 1 VL= T 0,759
Y = PSP 20g
N2 L O @ PP SUUPPTTTT 29
O 153 (=1 - USRS 0,25g

Meio sélido seletivo para bactérias celuloliticas

Liquido ruminal clarificado ............ccceoeeeiiiiiiiiiiic e 400 mL
[ PO N0 [ 1] F= Lo F= U 300 mL
SOIUGAO MINEIAI | ...t 75 mL
Yo] [0 o= To TN\ [T U= | | T 75 mL
Solucdo de resarzuring 0,190 .........ooovvviiiiiiiii e 1mL
SoIUGAO de CelUIOSE D 5%0 ..ot 150 mL
Yo T RO 209
= L (O @ TSP RPPPPPPP 5g
O 1S3 (=1 - PSSP 0,59

Meio para pactérias celuloliticas

Liquido ruminal clarificado ...........cccoeeeeiiiiiiiiiii e 400 mL
[ PO N0 [ 1] 7= Lo F= U SO 450 mL
SOIUGAO MINETAI | ... 75 mL

SOIUGEO MINEIAl Tl e 75 mL



71

Solucdo de resarzuringa 0,190 ........ooevveeiviiiiiiie e 1mL
CEIUIOSE D ... e e e e e e e 5g
NBHCOS ..t e 59
O 153 (=1 - RSP 0,5g

AT e 7,59
NaPi 50MM PH 7 .o 500 mL
MOCI2 IV e 250puL
CaCl2 IM e 250pL
1V P 2,5g

Y = PP 7,59
NaPi 50MM PH 7 .o 500 mL
MGCI2 I e 250puL
CaCl2 IM e 250pL
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Resultado do sequénciamento das 39 amostras selecionadas dentre o0s

biogrupos formados.

Amostra Biogrupo Afiliacdo da sequéncia (GenBank ID) Identidade (%)
Selenomonas ruminantium (NR_044734.1) 99
C5I2 E Selenomonas ruminantium subsp. Lactilytica (NR_036912.1) 99
Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 96
Streptococcus equinus (NR_042052.1) 96
Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 96
P1117 19 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 96
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 96
Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 96
Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 88
Streptococcus equinus (NR_042052.1) 88
Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 88
P413 12 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 88
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 88
Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 88
Pseudobutyrivibrio ruminis (NR_026315.1) 99
C5I18 A Pseudobutyrivibrio xylanivorans (NR_025524.1) 97
Selenomonas ruminantium (NR_044734.1) 95
Selenomonas ruminantium subsp. Lactilytica (NR_036912.1) 95
Mitsuokella jalaludinii (NR_028840.1) 94
C419.1 F Mitsuokella multacida (NR_027596.1) 94
Anaerovibrio lipolyticus (NR_040836.1) 93
C14A6 - Paenibacillus barengoltzii (042756.1) 86
Pseudobutyrivibrio ruminis (NR_026315.1) 99
P4113 B Pseudobutyrivibrio xylanivorans (NR_025524.1) 98
Pseudobutyrivibrio ruminis (NR_026315.1) 99
P2116.3 G Pseudobutyrivibrio xylanivorans (NR_025524.1) 98
Selenomonas ruminantium (NR_044734.1) 99
C4al2 I Selenomonas ruminantium subsp. Lactilytica (NR_036912.1) 99
Selenomonas ruminantium (NR_044734.1) 99
P2116.1 H Selenomonas ruminantium subsp. Lactilytica (NR_036912.1) 98
Pseudobutyrivibrio ruminis (NR_026315.1) 99
C15A8 C Pseudobutyrivibrio xylanivorans (NR_025524.1) 98
P1113 D Lactobacillus vitulinus (NR_041305.1) 95
Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 99
Streptococcus equinus (NR_042052.1) 99
Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99
P3I5 1 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 99
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 99
Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99
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Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 929

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 929

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99

P2117.3 1 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 99
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 99

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 97

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 97

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 97

C4I3 3 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 97
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 97

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 97

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 99

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 99

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99

C414 5 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 99
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 99

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 95

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 95

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 95

C4l10 2 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 94
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 94

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 94

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 99

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 99

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99

P2115.2 13 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 99
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 99

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 99

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 99

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99

P2117 1 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 99
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 99

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 95

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 95

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 94

C4i11 11 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 95
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 94

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 94

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 99

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 99

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99

Cc4le 10 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 99
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 99

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99
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Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 929

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 929

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99

C3I8 7 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 99
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 99

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 99

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 99

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 929

C15A2 9 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 929
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 929

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 93

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 93

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 93

C13Al 8 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 93
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 93

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 92

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 99

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 99

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99

Cl1A6 6 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 99
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 99

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 99

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 99

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99

C10A11 4 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 99
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 99

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 99

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 99

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99

C13A3 16 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 99
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 99

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 92

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 92

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 92

C13A7 18 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 91
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 91

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 91

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 99

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 99

P2117.2 17 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 98
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 98

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 98
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201094?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=BPRR4UXY014
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Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 88

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 88

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 88

P4i17 19 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 88
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 88

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 88

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 98

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 98

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 98

P4i14 19 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 98
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 98

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 98

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 98

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 98

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 98

P2114 12 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 98
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 98

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 98

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 92

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 92

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 92

C3I5 14 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 92
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 92

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 92

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 98

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 98

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 98

Cl14A2 14 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 98
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 98

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 98

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 99

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 99

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 99

C14A8 14 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 99
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 99

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 99

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 98

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 98

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 98

T2A1.1 15 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 98
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 98

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 98

Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 98

Streptococcus equinus (NR_042052.1) 98

Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 98

C4l5 15 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 98
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 98

Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 98
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Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 98
Streptococcus equinus (NR_042052.1) 98
Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 98
P1i16 15 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 98
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 98
Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 98
Streptococcus lutetiensis (NR_037096.1) 93
Streptococcus luteciae (NR_042051.1) 93
Streptococcus equinus (NR_042052.1) 93
T1C2 12 Streptococcus pasteurianus (NR_043660.1) 92
Streptococcus infantarius(NR_028761.1) 92
Streptococcus alactolyticus (NR_041781.1) 92

(-) Nao faz parte de nenhum biogrupo.
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