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Padronizacdo de primers para deteccdo de bactérias dos dominios Archaea e Bacteria em
amostras de liquido ruminal de bovinos suplementados com llex paraguariensis St.Hill.
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Introducéo

O rumen fornece um ambiente favoravel ao crescimento e
desenvolvimento continuo de microrganismos, atuando
como camera de fermentacdo uma vez que tem a
capacidade de utilizar grandes variedades de alimentos
como fonte de nutrientes. Os métodos convencionais, com
base no cultivo do liquido ruminal, para enumerar a
populagdo microbiana foram substituidos por técnicas
moleculares fundamentadas no estudo da regido 16S do
rRNA, que fornece a classificacéo filogenética utilizada na
identificacdo e quantificacdo desses microrganismos O
objetivo deste trabalho €& padronizar primers para a
deteccdo de microrganismos pertencentes aos dominios
Bactéria e Archaea em amostras de liquido ruminal de
bovinos alimentados com quatro concentracdes diferentes
de llex paraguariensis St.Hill (erva-mate), através do
sequenciamento de DNA de fragmentos especificos
correspondentes a regidao do rRNA 16s.

Resultados e Discusséao
Foi obtido DNA de quatro grupos de bovinos da raca
Canchim com 6 animais em cada grupo. Um grupo
controle T1 (sem de erva mate) e 3 tratamentos: T2 com
0,5%, T3 com 1,0% e T4 com 1,5% de erva mate na
massa final de racéo fornecida. Os animais foram abatidos
e o contetdo ruminal de cada grupo foi misturado, dando
origem a 4 amostras. As amostras foram processadas
para a extracdo do DNA ruminal com utilizacdo do kit
PowerMax® Soil DNA Isolation Kit. Os DNAs foram entao
analisados por eletroforese em gel de agarose (Fig. 1).
Em seguida foram feitos o desenho dos primers e a
padronizacdo das reacdes de PCR com base nos primers

descritos por (Klindworth et al., 2012). Foram realizadas
amplificacbes de fragmento do gene 16S rDNA dos
microrganismos presentes nas amostras de rumem, por
PCR, utilizando os primers: S-D-Arch-0519-a-S-15 (15),
S-D-Arch-0349-a-S-17 (17), S-D-Bact-0785-b-A-18 (18),
S-D-Bact-0785-a-A-21 (21) e S-D-Arch-0519-a-A-16 (16).
Foram utilizadas 3 combinag¢fes de pares de primers: uma
para amplificar exclusivamente 16s do dominio Archea
(16/17) e duas para amplificar 16s de ambos os dominios,
Bactéria e Archaea (15/21 e 15/18). As condi¢6es de PCR
foram: Denaturacéo inicial de 95°C 4 minutos; 25 ciclos de
95°C 40 segundos; 52°C(15/18), 55,2°C (15/21) e 56°C
(16/17) 45 segundos; 72°C 30 segundos e extensao final
foi de 72°C 5 minutos. A reacdo foi montada em 50 pL
com: 19u de agua, 25u de Red Mix Kapa KK 2601, 2ul de
cada primer a 10um, e 2yl do gDNA a 6,25ng/pl. Houve
amplificacdo para os pares de primers 15/18 e 15/21
ambos que amplificam dominios Bacteria e Archaea
(Fig.2), mas nao houve amplificacdo do par 17/16 que
amplificaria exclusivamente o dominio Archaea. Estdo
sendo realizadas otimizacdes das reacdes de PCR e

desenho de novos primers para amplificar exclusivamente
o dominio de Archaea. E necessario ter certeza de haver
a presenca de microrganismos do dominio de Archaea
nos produtos de PCR para futuro sequenciamento.
Paralelamente, os DNAs totais extraidos de riamen de
duas das amostras (0,5 % e 1,5% de mate) foram
preparados para serem sequenciados diretamente no
sequenciador MiSeq Illumina, seguindo o protocolo do
fabricante. Resumidamente o material foi fragmentado em
trechos de 350 a 500pb (Fig.3) e teve adaptadores
adicionados as extremidades para poderem ser fixados na
ldmina do sequenciador e abordados para leitura das
sequencias. As sequencias foram obtidas e estdo sendo
analisadas.
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Figura 3: DNA total de ramen
fragmentado e preparado para
sequenciamento. Marcador de
peso molecular 100pb. 0; 0,5;1
e 1,5%: fragmentos de DNA
genbmico obtidos de animais
com diferentes concentracdes
de mate inserido nas dietas.

Figura 1: DNA total extraido
de rimen. PM: Marcador de
peso molecular 100pb. O;
0,5;1 e 1,5%: DNAs obtidos
de animais com diferentes
concentracdes de mate
inserido nas dietas.
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Figura 2: Produtos de PCR da amplificacdo de 16s a partir de
DNA de rimen para os pares de primers 15/21 e 15/18. PM:
Marcador de peso molecular 100pb. Bco: Branco da reagéo. O;
0,5; 1 e 1,5%: produtos de PCR obtidos de animais com
diferentes concentracdes de mate inserido nas dietas.

Conclusdes
Os DNAs gendmicos de microrganismos presentes no
liquido ruminal foram obtidos com qualidade e quantidade
satisfatorias.
Os produtos de PCR que abrangem os dominios Archaea
e Bactéria foram obtidos com sucesso.
O sequenciamento de DNA total de rimen vem sendo
realizado com éxito.
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