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RESUMO

Este projeto visou investigar a diversidade e abundancia de microrganismos nas fezes de
zebuinos brasileiros em dois momentos: de recria a pasto e ao término do confinamento, bem
como sua associagdo com o fenotipo de ganho médio didrio (GMD). Para isso, foram
utilizadas amostras fecais de 85 tourinhos Nelores, as quais foram coletadas, maceradas e
extraidas para posterior sequenciamento (plataforma Illumina PE250). Pares de conjuntos de
primers especificos para amplificagdo da regido 16S, v3-v4 (metabarcoding) de Bactéria e
Archaea foram usados. Para processamento e analise de dados, o QIIME 2 foi utilizado. As
sequéncias brutas foram agrupadas em Amplicon Sequence Variants (ASVs), usando o plugin
DADA2, e foram anotadas e comparadas. A base de dados SILVA versdo 138.1 foi utilizada
para atribuicdo taxonOomica. Os dados foram analisados estatisticamente para identificar
diferengas na estrutura e na diversidade microbiana ao longo dos tempos em estudo e analisar
seu impacto no fenotipo de ganho médio diario. Segundo o indice de Shannon, a diversidade
bacteriana foi significativamente maior durante o periodo de pastejo na estagdo seca em
comparagdo com a estagao chuvosa e periodo de confinamento (valor de p < 0,05, teste de
Wilcoxon). Ja a diversidade de Archaea foi maior durante as estagdes seca € chuvosa em
comparagdo ao periodo de confinamento (valor de p < 0,05, teste de Wilcoxon). A andlise de
escala multidimensional ndo métrica (NMDS), usando a distancia de Bray-Curtis, revelou
uma separagdo distinta de amostras de cada periodo para bactérias, tendo o periodo da estacao
chuvosa apresentado maior semelhanga com o periodo de confinamento. Em contraste, para
Archaea, a analise de diversidade beta mostrou um maior agrupamento e maior similaridade
de amostras em todos os trés periodos. Os filos dominantes na comunidade Archaea foram
Euryarchaeota, Thermoplasmatota e Halobacteorota, sendo Euryarchaeota o tnico filo
presente no periodo de confinamento. Os filos bacterianos mais abundantes foram Firmicutes,
Bacteroidota, Proteobacteria e Actinobacteriota. Notavelmente, houve uma diferenca
significativa na abundancia de Proteobacteria e Bacteroidota entre a estagdo seca e outros
periodos, sendo Bacteroidota mais abundante e Proteobacteria menos abundante durante a
estacdo seca. Na andlise de associacdo, obtiveram-se seis ASVs de Archaea e quatro de
Bactérias no periodo de dguas associadas com o baixo GMD, enquanto para alto GMD foram
dez ASVs de Bactérias e uma de Archaea. No confinamento, oito ASVs de bactérias foram
associadas a baixo GMD, enquanto treze ASVs de Bactérias e duas de Archaea foram
associadas a alto GMD. No periodo de seca, quatro ASVs de Bactérias e uma de Archaea

foram relacionadas com o baixo GMD, enquanto seis ASVs de Bactérias e seis de Archaea



estiveram associadas com o alto GMD. Esses resultados destacam a abundancia relativa dos
taxons mais frequentes, alinhada ao conceito de microbioma core, ¢ maior diversidade alfa
durante a seca. As analises de associacdo das ASVs com o GMD identificaram
Lachnospiraceae, Oscillospiraceae e Rikenellaceae como principais bactérias associadas, e
Methanobrevibacter como principal taxon de Archaea, com efeitos positivos e negativos no
fenotipo.

Palavras - chave: microbioma, ganho médio diario, diversidade, pastejo, manejo alimentar.



ABSTRACT

This project aimed to investigate the diversity and abundance of microorganisms in the feces
of Brazilian zebu cattle at two time points: during pasture rearing and at the end of
confinement, as well as their association with the average daily gain (ADG) phenotype. To
achieve this, fecal samples from 85 Nelore bulls were collected, homogenized, and extracted
for subsequent sequencing (Illumina PE250 platform). Pairs of specific primer sets were used
for the amplification of the v3-v4 region (metabarcoding) of Bacteria and Archaea. QIIME 2
was employed for data processing and analysis. The raw sequences were grouped into
Amplicon Sequence Variants (ASVs) using the DADA2 plugin and were annotated and
compared with the QIIME2 software. The SILVA database version 138.1 was used for
taxonomic assignment. The data were statistically analyzed to identify differences in
microbial structure and diversity over the study periods and to examine their impact on the
average daily gain phenotype. According to the Shannon index, bacterial diversity was
significantly higher during the dry season grazing period compared to the rainy season and
confinement period (p < 0.05, Wilcoxon test). In contrast, Archaea diversity was higher
during the dry and rainy seasons compared to the confinement period (p < 0.05, Wilcoxon
test). Non-metric multidimensional scaling (NMDS) analysis, using Bray-Curtis distance,
revealed a distinct separation of samples from each period for bacteria, with the rainy season
showing greater similarity to the confinement period. In contrast, for Archaea, beta diversity
analysis showed a higher clustering and greater similarity of samples across all three periods.
The dominant phyla in the Archaea community were Euryarchaeota, Thermoplasmatota, and
Halobacterota, whilst Euryarchaeota was the only phylum present during the confinement
period. The most abundant bacterial phyla were Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria, and
Actinobacteriota. Notably, there was a significant difference in the abundance of
Proteobacteria and Bacteroidota between the dry season and other periods, with Bacteroidota
being more abundant and Proteobacteria less abundant during the dry season. In the
association analysis, six ASVs of Archaea and four of Bacteria were associated with low
ADG during the rainy season, while ten ASVs of Bacteria and one of Archaea were
associated with high ADG. In confinement, eight ASVs of Bacteria were associated with low
ADG, while thirteen ASVs of Bacteria and two of Archaea were associated with high ADG.
During the dry season, four ASVs of Bacteria and one of Archaea were related to low ADG,

while six ASVs of Bacteria and six of Archaea were associated with high ADG.

Keywords: Bos indicus, microbiome, average daily gain, pasture rearing, confinement.
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1. INTRODUCAO

O microbioma ¢ composto por uma vasta comunidade de microrganismos, que
interagem de forma complexa, desempenhando um papel primordial na satide, no desempenho
e na adaptagdo de Bos indicus a diferentes ambientes. O entendimento de como a microbiota
pode variar em diferentes condigdes ambientais e de nutricdo pode fornecer importantes
esclarecimentos sobre as tais interagdes entre a comunidade microbiana intestinal desses
ruminantes, o ambiente que estdo expostos e com seu hospedeiro. Para tal, este trabalho
buscou analisar a diversidade da microbiota fecal em bovinos Nelore, os quais estiveram
envolvidos na Programa “ZEBU CARNE DE QUALIDADE”, organizado pela Associagao
Brasileiro de Criadores de Zebu de 2020 a 2021, em trés diferentes periodos de estudo, sendo
esses: a pasto na época de seca, a pasto na época de dguas e em confinamento. E essencial
salientar que a maioria dos estudos com bovinos ¢ feito em confinamento, tipo de manejo em
que as varidveis e a coleta de dados sdo notoriamente mais controlaveis, portanto esta
pesquisa apresenta como diferencial os dados de periodos em que os animais estavam a pasto
e em trés periodos distintos.

Sendo assim, a proposta desse trabalho almeja impactar a pecuaria de corte e os
programas de melhoramento genético animal, visto que pode facilitar as analises de
microbioma de forma mais rotineira, com uso das mostras fecais. Para acessar a comunidade
microbiana dos animais, o uso de amostras de fezes mostra-se efetiva, além de ser de mais
facil acesso e menos invasivo que outros métodos, tal como a fistulagdao ruminal.

O microbioma foi associado ao fenotipo de ganho médio diario (GMD) porque essa
foi a caracteristica que pdde ser obtida nas trés diferentes condi¢cdes ambientais, diferente de
outros fendtipos que temos sua medi¢do apenas no confinamento como, por exemplo, o
consumo alimentar residual.

Com tais dados, pdde-se tracar o perfil taxondmico da microbiota desses animais
desde o periodo pds-desmama até o término em confinamento, possibilitando explorar tais
interagdes e buscar biomarcadores de desempenho a pasto e indicadores precoces do
desempenho em confinamento para medida de ganho de peso. Para tracar tal perfil da

microbiota fecal, utilizou-se o sequenciamento “metabarcoding”.

13



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A bovinocultura no Brasil e os bovinos da raca Nelore (Bos indicus)

O Brasil possui o segundo maior rebanho de bovinos do mundo (18% do rebanho
efetivo mundial) e o maior rebanho comercial. Desta forma, a bovinocultura ocupa lugar de
destaque no contexto do agronegocio (MALAFAIA et al, 2019), sendo responsavel por cerca
de 10% do PIB do pais em 2023 (ABIEC, 2023).

Grande parte do rebanho encontra-se na regido Centro-Oeste (35%), seguida, nessa
ordem, pelas regides Norte, Sul, Nordeste e Sudeste, ocupando uma area de pastagem de
cerca de 169 milhdes de hectares (MALAFAIA et al, 2019). O gado de corte no Brasil é
composto, primordialmente, por racas zebuinas (Bos indicus), sendo aproximadamente 80%
composto por Nelore e anelorados, segundo dados da ABCZ (Associacdo Brasileira dos
Criadores de Zebu) (ABCZ, 2024).

No final do século XIX e inicio do século XX, os primeiros bovinos da raca Nelore
chegaram ao Brasil, sendo os critérios para escolha dessa raca: o acabamento de carcaga, a
necessidade de mercado e a agilidade de crescimento em periodo menor (SANTOS, 2017).
Dessa forma, os atuais objetivos da produgdo de Puros de Origem (PO) estdo relacionados
conforme as demandas do mercado, sendo necessario o trabalho em conjunto a programas de
melhoramento genético, com intuito de melhorar o desempenho nas caracteristicas produtivas
e reprodutivas dos animais.

Como tratado por Euclides Filho (2007), a maior exigéncia dos consumidores, o
aumento da preocupac¢do com o bem-estar animal e com a conservacdo ambiental, assim
como as disputas de mercado pressionam o setor da agropecudria a uma maior eficiéncia,
particularmente no ambito da produgdo de carne bovina. Nesse cendrio, reduzir o tempo do
abate e aumentar a velocidade de ganho em peso sdo caracteristicas essenciais na producao do
Nelore (MARQUES, 2018). Para oferecer carne de qualidade e em demanda suficiente, a fim
de suprir as necessidades do mercado, t€ém sido implantados projetos de melhoramento cada
vez mais avancados, resultando em sistemas produtivos altamente técnicos (SOUZA, et al
2011).

Atualmente, o conceito de produto de qualidade no mercado ndo ¢ vinculado apenas
por propriedades intrinsecas ao produto final, mas sim a um produto com qualidade
observavel em todas as suas fases, assim como na cadeia produtiva, sendo mais eficaz, mais

competitivo, produzido de forma sustentavel, de modo que haja o respeito perante o meio
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ambiente e todas as suas consequéncias, além de ser uma atividade justa e economicamente
viavel (EUCLIDES FILHO, 2007).

Indo ao encontro das novas demandas contemporaneas, historicamente pode-se
observar diversos esforcos advindos de programas de melhoramento genético animal, os
quais, aliados com o avanco da tecnologia e da ciéncia, auxiliaram no enriquecimento
genético dos bovinos de corte, possibilitando distinguir e realgar caracteristicas alvo para
melhoramento como: ganho em peso, habilidade materna e precocidade sexual (MARQUES,
2018). Também pode-se considerar importante nesse sentido a sele¢ao de caracteristicas como
numero de filhos por reprodutor, resisténcia a parasitas e qualidade da carne, também de
interesse para os programas de melhoramento animal (EUCLIDES FILHO, 2009). Tendo em
vista a diversidade de fenotipos a serem melhorados, faz-se importante que diferentes areas do
conhecimento trabalhem em conjunto para o desenvolvimento e tragam solucdes, as quais
fomentem uma selecdo que viabilize: a alteragdo na curva de crescimento, na ingestdo de
alimentos, aumente a taxa de maturidade e diminua a taxa metabdlica.

Nesse sentido, a Associagdo Brasileira de Criadores de Zebu (ABCZ) instituiu um
programa intitulado “Carne de qualidade”, o qual almeja avaliar o sistema nacional de
produgdo de carne bovina por meio da medi¢do do diferencial econdémico do uso da genética
zebuina na cadeia produtiva. Tal projeto ¢ conduzido na Fazenda Experimental da ABCZ -
Orestes Prata Tibery Junior, no municipio de Uberaba—MG (ABCZ, 2024).

Tais aspectos avaliados devem contribuir para uma maior eficiéncia dos sistemas de
producdo, considerando que atualmente a nutricdo animal pode representar cerca de 80% dos
gastos dos produtores, o que influencia diretamente na rentabilidade. Dessa forma,
dependendo do sistema praticado, a alimentagdo pode ser determinante para a eficiéncia da
producao (MAGNABOSCO et al, 2020).

No contexto da eficiéncia alimentar, torna-se importante salientar que os ruminantes
possuem um dos maiores ecossistemas estudados, o microbioma, responsavel pela digestdo da
matéria organica no trato gastrointestinal desses animais. Os microrganismos possuem papel
fundamental na eficiéncia alimentar, ganho de peso, desempenho fisiologico e produgdo de
gases de efeito estufa (PUNIYA et al, 2015). Assim, a capacidade de degradagdo e absor¢ao
dos nutrientes pode variar dependendo de quais microorganismos compdem o microbioma, o
que pode impactar na produtividade dos animais e pode ser levado em conta por programas de

melhoramento (WALLACE et al, 2015).
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2.2 A diferenca da producio de bovinos a pasto, confinamento e suas implicacoes.

Quando se refere a pecudria de corte, pode-se dividir sua produgdo em trés fases: cria,
recria e engorda ou terminagdo. A cria compreende a reproducao e o crescimento de bezerros
até a desmama. A recria ocorre da desmama até o momento em que se inicia o periodo de
reproducdo ou a engorda dos machos (MALAFAIA et al, 2019). Ademais, a pecudria ¢é
dividida em sistemas de produgdo, os quais sdo caracterizados conforme os niveis
tecnologicos € o grau de investimento utilizado, sendo: o intensivo - onde se tem o maior
emprego de recursos e tecnologias como uso de concentrados, minerais, manejo mais
complexo e uso maior do confinamento; o semi-intensivo - onde se adotam alguns recursos
como alimentagdo balanceada e sal mineral; e o extensivo - onde se usam grandes areas e ha
pouca adogao de tecnologias (BATISTELLI et al, 2022). Em relagdo ao confinamento, pratica
de manejo muito utilizada na terminagdo dos animais, mas também podendo ser utilizada
como estratégia de recria, ¢ uma pratica que se da a partir da delimitagdo dos bovinos em lotes
com determinada area por animal e provimento de alimentagdo em cochos (BATISTELLI et
al, 2022).

Sobre o ganho de peso, os bovinos em confinamento ganham peso mais rapidamente,
visto que recebem uma dieta balanceada a base de grdos e suplementos, o que garante um
ciclo de engorda mais curto, porém este manejo apresenta alguns desafios como: custos mais
altos, dependéncia de insumos, geracao de residuos e emissao de metano (ARAUJO FILHO
et al, 2019). Em termos de qualidade de carne, os animais terminados em confinamento tém
um melhor rendimento porque possuem carcagas com mais acabamento. Além disso, animais
advindos da terminacdo em pastejo possuem uma coloragdo mais escura, por conta da
quantidade de exercicio fisico, que aumenta a mioglobina em seu musculo e também sofrem
menos estresse pré-abate por serem habituados ao manejo, o que torna sua carne diferente dos
animais terminados a pasto, os quais possuem a carne de cor escura, textura firme e que retém
muita agua (BRIDI, 2011).

No entanto, a pecuaria nacional estd baseada na criagdo de bovinos em dareas de
pastagem de gramineas tropicais, caracterizadas por menor valor nutricional do que as
pastagens de clima temperado (SBRISSIA et al, 2017), sendo que cerca de 86% dos animais
abatidos em 2019 eram provenientes de cria¢do a pasto (ABIEC, 2020), contudo a maioria das
informacdes sobre microbioma de bovinos se refere as condigdes de confinamento, onde a
alimentacdo possui alto valor energético. Dessa forma, o presente trabalho traz uma inovagao

que ¢ os dados provenientes de animais criados a pasto.

16



2.3 O microbioma: conceitos e aplica¢oes

E primordial ao se tratar de ruminantes o entendimento da fisiologia e anatomia do
trato gastrointestinal desses animais. Os ruminantes sdo mamiferos herbivoros com varios
compartimentos gastricos (poligastricos), onde encontramos trés pré-estdbmagos (rimen,
reticulo e omaso) e o estdbmago verdadeiro (abomaso). Nos primeiros compartimentos, temos
a predominancia da “digestdo microbiana”, de forma que, por uma relacdo simbidtica com
microrganismos fermentadores, os animais conseguem obter energia e compostos
nitrogenados a partir de carboidratos fibrosos (DE OLIVEIRA, 2007).

O rumen ¢ um ambiente favoravel ao crescimento de microrganismos, possibilitando,
por meio deste processo, a utilizacdo de diversos alimentos para geracdo de nutrientes.
Sabe-se que este local ¢ dindmico, podendo sofrer interferéncia de mudangas ambientais e de
dieta. Ao mesmo tempo, tem-se grande estabilidade na populagdo, ja que o meio possui
parametros equilibrados, os quais favorecem a adaptacdo de certas bactérias, fungos e
protozodrios, formando a chamada microbiota ruminal (DE OLIVEIRA, 2007).

Em relagdo as bactérias, essas representam oS organismos que possuem a maior
diversidade e atividade no metabolismo. Sdo classificadas consoante os produtos e os
substratos utilizados no processo de fermentacao, sendo a degradagdo da celulose um dos seus
principais papéis (MONCAO et al, 2013). Essas podem ser: celuloliticas, amiloliticas,
pectinoliticas, metanogénicas, proteoliticas, lipoliticas e laticas. Em sua maioria, as bactérias
celuloliticas degradam a celulose por meio da hidrolise por enzimas celulases e, ao formar
acetato e H:, garantem o substrato para as outras bactérias, como as metanogénicas (GILIOLI
etal,2017).

O microbioma de ruminantes ¢ responsavel pela produ¢ao de metano, que ¢ um gas de
efeito estufa, o qual advém da fermentacdo ruminal por meio da redugdo do substrato H: e sua
produgdo causa a perda de parte da energia ingerida pelos animais, podendo representar cerca
de 18% da energia bruta. (BRUNES, L., COUTO, V., 2017).

Consoante ao citado anteriormente, sabe-se da importancia central do microbioma,
visto que, a literatura recente mostra os multiplos papéis dos microrganismos em seus
hospedeiros nas diferentes espécies, estando relacionados com fungdes fisiologicas, de
digestdo, como, por exemplo, na degradacdo de aminoacidos de cadeia curta, de modulagdo
do desenvolvimento pos-natal do sistema imune e neurologico (KHANAL et al, 2021;
SABORIO-MONTERO et al, 2020). Nesse sentido, a comunidade microbiana do ramen tem

predominancia dos filos Bacteroidetes, das familias Prevotellaceae e Rikenellaceae; e
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Firmicutes, sendo as familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae as mais representativas
(STEWART et al, 2019).

E conhecido que os organismos exibem plasticidade fenotipica causada pelas
mudangas na expressdo génica, as quais podem ser respostas a mudangas ambientais e
nutricionais, possibilitando modificagdes fenotipicas. Um conhecido fator de alteragdo nesses
padrdes ¢ a metilagdo do DNA, que pode afetar o transcriptoma. Evidéncias sustentam que os
nutrientes podem causar alteragdes na metilagdio do DNA (ZHANG, 2015), dessa forma ¢
possivel que a microbiota de ruminantes, por estar relacionada com a digestdo, ao sofrer
variagdes tenha impacto em tal plasticidade. Isto poderd ser observado neste trabalho, de
modo que com a disponibilidade nutricional e a varia¢do causada pela sazonalidade, espera-se
que ocorram alteracdes na microbiota dos animais nos diferentes periodos.

Com o dito anteriormente, pode-se entdo associar a microbiota com caracteristicas
complexas de interesse do hospedeiro alvo, como eficiéncia alimentar e emissdo de metano,
evidenciando, com isso, o conceito de hologenoma, em que se observa que a relagdo entre o
conjunto de microrganismos e seus hospedeiros afeta a aptidao geral, devendo ser considerada
para selecdo dos fendtipos de interesse (REGITANO; OLIVEIRA; ANDRADE, 2021).

Abordagens meta-Omicas tém permitido o estudo dessas populacdes de
microrganismos, visto que seu cultivo em laboratério € impraticavel, devido as condigdes tdo
especificas para o desenvolvimento de uma comunidade tdo complexa e equilibrada. Entre as
abordagens meta-Omicas, a amplificacdo e o sequenciamento de regides hipervaridveis do
gene codificador de RNA ribossomal - 16S (metabarcoding) permite a identificaciao
taxondmica de bactérias e archaea (HEBERT et al, 2003), possibilitando a identificagdo
desses microrganismos e sua associacdo com dietas, periodos e/ou fenotipos de interesse,
sendo que neste caso, essa metodologia nos permitiu um nimero maior de sequenciamento
das amostras, considerando que outras abordagens como metagendmica e

metatranscriptdmica possuem um elevado custo.

3. HIPOTESES E OBJETIVOS

Este trabalho buscou, por meio de abordagem meta-6mica, estudar as populagdes de
microrganismos presentes nas fezes de bovinos Nelore (Bos indicus) em trés periodos de
coleta. Os dados metadmicos foram obtidos mediante a amplificagdo e sequenciamento de
regidoes hipervaridveis do gene codificador de RNA ribossomal - 16S (metabarcoding),

permitindo a identificacdo de tdxons de bactérias e archaeas, tendo como hipotese e objetivos:
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3.1 Hipotese
A diversidade e a abundancia de microrganismos do trato digestivo variam conforme o
tipo de manejo nutricional, as diferentes condi¢cdes ambientais dos bovinos da raca Nelore e

possuem influéncia na caracteristica fenotipica de ganho médio didrio.

2.2 OBJETIVOS

3.2.1 Geral

Caracterizar a diversidade e abundancia taxondmica de fezes de bovinos da raca
Nelore (Bos indicus) entre dois periodos de recria a pasto (periodo da seca e das aguas) e
confinamento e seus efeitos sobre o fendtipo de ganho médio diario, a partir de dados do

Experimento “Carne de qualidade” da ABCZ.

3.2.2 Especificos

e Estimar as diversidades alfa e beta do microbioma (Bactérias e archaea) das fezes em
dois momentos de recria a pasto e no final do acabamento em confinamento;

e [Estimar a abundancia relativa e diferencial do microbioma (Bactérias e Archaea) das
fezes em dois momentos de recria a pasto e no final do acabamento em confinamento;

e Testar as diferencas entre os componentes do microbioma das fezes em dois
momentos da recria a pasto e ao final da terminacdo em confinamento.

e Associar medidas de abundancia relativa a caracteristica de ganho médio diério

(GMD).
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4. MATERIAL E METODOS

Amostras fecais de 85 bovinos Nelore

provenientes da prova “Carne de qualidade”
[ em trés perfodos de coleta
B
T 'J
i _% 1. _%
—

Coletado diretamente da Extracdo de DNA com Quick- Amplificagdo da regido V3-
ampola retal do animal e DNA™ Fecal/Soil Microbe V4 do 16S de Bacteria e
submerso em nitrogénio iniprep Kit da Zymo Researc Archaea

e

Amostras sequenciadas QIIME 2 software foi usado Agrupamento das
por meio da plataforma para processamento dos sequencias em Amplicon
Illumina NovaSeq PE250 dados, filtragens e trimagem Sequence Variants (ASVs)

!TQSAR\ —> @

y1 _

%@@

 ——
A base de dados SILVA As diversidades, abundancias Clotaramie analiearae
v138.1 foi utilizada para associagdes foram geradas e
atribuicdo taxondmica usando software R version 4.3.1 os resultados

Figura 1: Descricdo geral da metodologia utilizada.

4.1 Delineamento experimental, manejo dos animais e as caracteristicas analisadas
Foram utilizados 85 novilhos Nelore oriundos da prova intitulada “Carne de
qualidade” organizada pela ABCZ, desenvolvida no periodo de Junho de 2020 a Julho de
2021. Os animais possuiam Registro Genealdgico de Nascimento na categoria Puro de
Origem (PO), ou eram aptos a recebé-lo. Os animais possuiam entre seis e oito meses, tendo
peso ajustado a no minimo 200 quilos aos 210 dias e a avaliagao visual que descreve o animal

(EPMURAS®) com resultado de no minimo “Bom”.
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Ocorreu também a selecdo a partir dos critérios:

1. Bovinos DECA 1 (os 10% melhores animais nas avaliagdes genéticas) em fun¢ao da
Diferenca Esperada na Progénie (DEP) para o peso ao sobreano (18 meses).

2. Bovinos DECA 1 a DECA 4 (os 40% melhores) em funcdo da Diferenga Esperada na
Progénie para area de olho de lombo (AOL) e acabamento de carcaca (ACAB).

Suplementos proteicos-energéticos especificos foram ofertados a esses animais,
para possibilitar os desempenhos planejados. Nos diferentes periodos, a pasto na estagao
de seca (de 05/08/2020 a 25/11/2020), a pasto na estacdo de aguas (de 23/12/2020 a
17/03/2021) e no confinamento (14/04/2021 a 09/06/2021), as concentragdes foram
diferentes, destacando que, no periodo da seca, o suplemento foi de 0,5% do peso animal
em matéria seca e o concentrado calculado para proporcionar ganho de peso de 0,6 a 0,7
kg/animal/dia, enquanto no periodo das dguas, foi de 0,4% do peso animal em matéria seca
e o concentrado calculado para proporcionar ganho de peso de 0,8 a 0,9 kg/animal/dia.
Houve uma adaptagdo de aproximadamente vinte e oito dias para cada mudanca de
periodo. O pasto durante os periodos de seca e dguas no qual os animais se alimentaram
era composto por gramineas da espécie Brachiaria brizantha (Syn. Urochloa brizantha) cv.
BRS Paiaguas (GERMIPASTO, 2024). O programa “ZEBU CARNE DE QUALIDADE”

da ABCZ, consistiu em uma prova com trés etapas, sendo elas:

1* - Prova de ganho de peso a pasto.
2% - Prova de ganho de peso em confinamento e eficiéncia alimentar.

32 - Abate técnico.

Foram realizadas avaliagdes para acompanhar o desempenho desses animais,
medindo-se o ganho de peso diario (kg/animal/dia), por area (kg PV/ha) e pelo custo de
producdao da arroba, realizando as pesagens a cada més (30 dias). Controles de ecto e
endoparasitas, além das vacinagdes de rotina, foram feitos. Neste mesmo periodo, os
animais sujeitaram-se a prova de ganho de peso seguindo a prova zootécnica adotada pela
ABCZ. Esta consiste na obtencao de dados de pesagens, ultrassonografia e célculo de

indices descritos a seguir:

1. Escore de Avaliagdo Visual (tipo) pelo método EPMURAS®, aplicando-se
estrutura corporal, precocidade, musculosidade e aprumos traseiros (EPM (AT));

2. Peso Calculado aos 550 dias de idade (PC550);
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3. Ganho em Peso Diario (GPD);

4. Ganho em Peso (GP);

5. Ganho Médio Diario (GMD);

6. Area de Olho de Lombo (AOL);

7. Espessura de Gordura Subcutanea entre a 12% e 13% costela (EGS);

8. Na picanha (P8).

Por fim, na terceira e ultima etapa, no final do confinamento, todos os animais
foram submetidos ao abate técnico. Esse procedimento foi realizado em frigorifico
comercial juntamente com profissionais da area, seguindo protocolo indicado com adogao
de procedimentos antiestresse na conducdo dos animais do curral de espera a sala de abate
e procedimentos de abate humanitario, seguindo as normas do RIISPOA (Regulamento de

Inspecao Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem Animal, 1971).

Para o presente trabalho, apenas dados de GMD foram utilizados, sendo os demais

fendtipos objetos de outros estudos conduzidos pelo grupo de pesquisa.
4.2 Coleta de amostras

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de cada animal, ao
final dos dois periodos de recria a pasto (seca e aguas) ¢ ao final do periodo de
confinamento, e foram imediatamente imersas em nitrogénio liquido e armazenadas a — 80

°C.

4.3 Metabarcoding
4.3.1 Extracao e amplificacao de DNA.

Utilizando-se do kit Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep, extraiu-se o DNA
conforme o protocolo padrdo Zymo Research'. Adicionando < 150 mg de amostras fecais aos
tubos de lise ZR BashingBead™ Lysis Tube (0.1 & 0.5 mm), as células sdo quebradas pelo
batimento de esferas sem a necessidade da aplicagdo de proteinases ou desnaturantes
organicos. O lisado foi submetido a sucessivas filtragens, o DNA, entdo, lavado, eluido e
removido, remanescendo o DNA total ultra-puro. A estrutura da comunidade microbiana fecal

desses animais foi acessada utilizando o sequenciamento de Metabarcoding do sinal

! Protocolo padrio ZYMO RESEARCH, para acesso:
http://www.zymoresearch.com/downloads/dl/file/id/91/d6010i.pdf
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filogenético do gene codificante do RNA ribossomal (rRNA) de Bactérias e Archaea (por¢ao
16S). Um fragmento do gene rRNA (regides V3-V4) por volta de 420 pares de bases,
incluindo os primers, foi amplificado. As amplificagdes foram feitas em triplicatas e
homogeneizadas para que distor¢des de amplificagdo fossem evitadas (HENDERSON et al.,
2015). Foram utilizadas as sequéncias de primers, apresentadas na Tabela 1.

Para a quantificagdo da concentragdo de DNA, usou-se Qubit High Sensitivity dsSDNA
Assay (Thermo Fisher Scientific).

Tabela 1. Iniciadores utilizados na amplificagdo dos genes codificadores de RNA ribossomal 16S.

Iniciador Alvo Sequéncia Referéncias

5" CCTACGGGNGGCWGCAG ¥’ Herlemann et al., 2011
Bakt 341F Bactérias

5" GACTACHVGGGTATCTAATCC 3° | Herlemann et al., 2011

Bakt 805R Bactérias
Parch 519f Archaea 5 CAGCCGCCGCGGTAA 3’ Ovreads et al., 1997
Arch915r Archaca 5’ GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 3’ Coolen et al., 2004

4.3.2 Preparo de bibliotecas e sequenciamento

A preparacdo e o sequenciamento das bibliotecas de DNA foram realizados pela
AllGenetics & Biology SL (www.allgenetics.eu). Para a constru¢do de bibliotecas
multiplexadas de amplicons do gene codificador 16s rRNA (Bactéria e Archaea), seguiram-se
as recomendacdes do padrio descrito pelo kit [/lumina para bibliotecas de sequéncias
paired-end. As amostras foram sequenciadas no equipamento NovaSeq PE250. Os dados
brutos gerados consistiram em leituras diretas (R1) e reversas (R2) e foram armazenados em

arquivos separados no formato FASTQ.
4.3.3 Processamento e pré-analise de sequéncias

Para processamento das sequéncias, um arquivo manifesto foi criado contendo o ID da
exemplar e o caminho para as sequéncias forward e reverse de cada amostra, possibilitando

importar os dados para o software QIIME 2 (BOLYEN et al., 2018), o qual foi utilizado para
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todo o processamento das sequéncias. As sequéncias passaram por trimagem para retirar os

primers forward e reverse por meio do plugin Cutadapt versao 2023.9.0 (Martin, 2011), ¢ a

qualidade (>Q25) dessas foi avaliada pelo pipeline do software DADA?2 (Divisive Amplicon

Denoising Algorithm) (CALLAHAN et al., 2016), que utiliza as sequéncias para a constru¢ao

de bins de alta qualidade, combinando e agrupando as sequéncias brutas em Amplicon

Sequence Variants (ASVs). Por outro lado, as sequéncias quiméricas e singletons foram

excluidas utilizando este mesmo algoritmo.

As ASVs sao unidades taxondmicas de amplicons, sendo definidas por sequéncias
unicas obtidas por sequenciamento do DNA, e representam a sequéncia mais precisa de
um amplicon, sem utilizar a similaridade como fator de agrupamento. Foram geradas
mediante 0 DADA?2, que usa a relagdo entre as taxas de erro nas leituras de sequenciados
pela Illumina e a qualidade das sequéncias para mesclar as reads, permitindo maior

precisdo na analise (CALLAHAN et al., 2016).

4.3.4 Identificacdo taxonomica de ASVs

As ASVs foram atribuidas a grupos taxondmicos, por meio de um classificador
treinado especificamente para regido alvo frente ao banco de dados SILVA 138.1 para
sequéncias de 16s rRNA de Bactérias e de Archaea (QUAST et al., 2012). Utilizando esse
classificador dentro do software QIIME2, obtiveram-se como arquivos de saida: as
sequéncias, as tabelas com informagdes sobre estas e a taxonomia atribuida as sequéncias.
Tais arquivos foram baixados e migrados para ambiente R, utilizando o software RStudio
versdo +386, para que as etapas posteriores fossem executadas em tal ambiente, por meio
dos pacotes QIIME2R e Phyloseq (MCMURDIE, Paul J.; HOLMES, Susan, 2012). Tais
pacotes facilitaram a manipulacdo dos dados, permitindo gerar curvas de rarefacdo para
cada conjunto de dados (Bactéria e Archaea) e utilizd-las para a padronizagdo

(normalizagao) dos dados.

4.4. Analises de diversidades e abundancia

A tabela total das ASVs identificadas foi utilizada em analises posteriores, como,
por exemplo, a determinagdo de diversidades Alfa (Observada e indice de Shannon -
Wiener), Beta (Weighted Unifrac), abundancia relativa, abundancia diferencial e analises

de associacao.
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A diversidade observada ¢ a contagem de espécies presente em uma comunidade,
quanto maior o numero de espécies maior a diversidade. J& diversidade Alfa medida pelo
indice de Shannon, utiliza-se tanto a riqueza (nimero de espécies) quanto a distribuicao
das espécies (equitabilidade) o valor aumento a medida que a contagem de espécies

aumenta e sua distribuicdo se torna mais equilibrada (LEMOS, 2011).

Em relagdo a Beta diversidade, a qual mede a diversidade entre habitats
(dissimilaridade) foram utilizados dois indices: distancia de Bray-Curtis, a qual mede a
diferenca na abundancia de espécies entre duas comunidades e a distdncia Weighted
Unifrac, que compara as diferengas ente comunidades considerando a presenca ou auséncia
de taxons incorporando dados filogenéticos, medindo por meio da propor¢cdo das
ramificacdes filogenéticas unicas em cada comunidade (BECK, J., HOLLOWAY, 1J.,
SCHWANGHART, W.; 2013).

As diferencas na estrutura da comunidade microbiana ao longo do tempo
(periodos) foram identificadas pelo contraste das diversidades alfa e beta empregando o
teste estatistico Wilcoxon pareado. Andlises de componentes principais (PCoA) com a
distancia Weighted Unifrac foram feitas com o pacote phyloseq, além de também
utilizarmos a Escala Multidimensional Nao Métrica (NMDS) com a distancia Bray-curtis,

visando identificar varidveis que estratificam as amostras.

A abundancia relativa ao nivel de filo e familia também foi gerada, além da
abundancia diferencial ao nivel de familia, empregando o Wilcoxon teste para certificar a
significancia estatistica das diferencas taxondmicas entre os periodos de coleta. Para a
abundancia diferencial, apenas os oito filos bacterianos mais abundantes foram
considerados, porque quando analisados mais filos, foi visto que eram filos pouco
abundantes e dificultava a analise.

4.4.2 Analise de associacdo entre os componentes do microbioma nos trés periodos de

producio com o fendtipo de ganho médio diario

Para andlise de associacdo com o fendtipo de ganho médio didrio (GMD, kg), foi
utilizado um filtro de prevaléncia, considerando apenas as ASVs presentes em mais de 20%
dos animais. A associagdo entre a razao logaritmica centrada (CLR) das contagens das ASV's
e dos fenotipos de GMD foi realizada por meio do pacote do R Ime4qtl (ZIYATDINOV et al.

2018), por meio do teste de modelos. O modelo simples (m1) incluiu a idade como efeito
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fixo. O modelo completo (m2) incluiu, além dos fatores descritos no modelo simples, a razao
logaritmica centrada (CLR) das contagens de cada ASV:
ml: Fendtipo (GMD) ~Idade + erro residual
m2: Fen6tipo (GMD) ~ CLR (ASV) +Idade + erro residual
Para contraste dos modelos m1 e m2 foi feito um teste de verossimilhanca, permitindo
investigar a influéncia das ASVs na variagao do fenotipo estudado, e o limite de significancia
para os modelos foi ajustado usando corre¢do para multiplos testes por meio da taxa de

descoberta falsa (FDR).

5. RESULTADOS

Os dados geraram saida de 32 gigabases de dados brutos, representando uma média de
170.000 reads brutos por amostra para Archaea e 112.000 para Bactérias. Na maior parte dos
casos, 100.000 sequéncias de amplicons sdo o suficiente para a caracterizacdo satisfatoria de
um microbioma, que possibilita a identificagdo dos organismos presentes e as diversidades

(MYER et al., 2015a; SHANKS et al., 2011).
5.1 Diversidade Alfa e beta

Para Bactérias (Figura 2A), a diversidade alfa observada mostrou-se
significativamente diferente entre os periodos de seca ¢ aguas e os periodos de seca e
confinamento (p-value < 0.05, Wilcoxon test). Entre o periodo de aguas e confinamento nao
houve diferenga significativa. A diversidade alfa observada mostrou-se significativamente
diferente (p-value < 0.05, Wilcoxon test) entre os trés periodos para as Archaea (Figura 2B).

Baseado no indice de diversidade de Shannon-Wiener pode-se observar uma maior
diversidade de bactérias (Figura 2A) durante o periodo de pastejo na estacdo seca em
comparagdo com a estacdo chuvosa ¢ com o periodo de confinamento (p-value < 0.05,
Wilcoxon test). Com relagdo as Archaea, o indice de diversidade de Shannon revelou que a
diversidade (Figura 2B) foi maior durante as fases a pasto, estagdes seca e chuvosa, em

relacdo ao confinamento (p-value < 0.05, Wilcoxon test).
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Figura 2. Comparacdo da Alfa diversidade de Bactérias (A) e Archaea (B) identificadas nas fezes de bovinos

Nelore (Bos indicus) coletadas em trés periodos (Pastagem-seca (Dry); Pastagem-aguas (Rainy); Confinamento

(Feedlot) baseada no indice de Shannon -Wiener e na diversidade observada. ns, ndo significante; ***P < 0.001,

*HA*FP < 0.0001.

A diversidade beta de Bactérias (Figura 3), utilizando a Escala Multidimensional Nao

Meétrica (NMDS) e a distancia de Bray-Curtis, mostrou uma separagao do periodo de seca em

relagdo aos outros periodos, com o periodo de dguas e o confinamento clusterizando mais

proximos. No que se refere a Archaea (Figura 4), houve

um maior agrupamento e

proximidade entre as amostras, estando as amostras dos periodos de pastejo (seca e aguas)

sobrepostas.
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A diversidade Beta de Bactérias (Figura 5), utilizando a Analise de Coordenadas

Principais e a distdncia Weighted Unifrac, revelou uma separagdo entre o periodo de seca em

relacdo aos outros dois periodos, sendo que as amostras de dguas e confinamento ficaram

sobrepostas. Ja para Archaeas (Figura 6), temos a separagdo das amostras em grupos distintos,

porém com sobreposi¢do entre os trés periodos. O confinamento foi o periodo que apresentou

maior clusterizacao entre suas amostras em relacao aos outros.
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Figura 5. PCoA plot da beta diversidade (Weighted Unifrac) de Bactérias em que se compara a dissimilaridade

entre os trés periodos(Pastagem-seca (Dry); Pastagem-aguas (Rainy); Confinamento (Feedlot).
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Figura 6. PCoA plot da beta diversidade (Weighted Unifrac) de Archaea em que se compara a dissimilaridade

entre os trés periodos (Pastagem-seca (Dry); Pastagem-aguas (Rainy); Confinamento (Feedlot).
5.2 Abundancia relativa e diferencial entre os periodos estudados

Em relagdo a abundancia relativa de bactérias (Figura 7), temos que os filos mais
abundantes nas amostras sdo: Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria, Actinobacteriota e
Verrucomicrobiota. Entre os periodos, vé-se uma maior diferenca em relagdo a Proteobacteria
e Bacteroidota no periodo de seca, em que hd maior abundancia de Bacteroidota e menor de
Proteobacteria (Figura 7).

Ja em relagdo as Archaea (Figura 8), temos que os filos mais abundantes sao:
Euryarchaeota, Halobacteriota, Thermoplasmatota. O confinamento ¢ o periodo mais
homogéneo, demonstrando predominancia de Euryarchaeota. O periodo de seca possui
abundancia relativa de Halobacteriota maior do que o periodo de aguas, sendo que o periodo

de 4guas possui maior abundancia relativa de Thermoplasmatota.

29



Relative Abundance (%)

Seca Aguas Confinamento

100 g —— FIETREREI TR : AR AELEEERERE UL I R i
T

~
()]

(@)
o

N
(8]

Phylum
Others |:| Cyanobacteria D Proteobacteria
Spirochaetota Verrucomicrobiota Bacteroidota
|. Patescibacteria Actinobacteriota Firmicutes

Figura 7. Abundancia relativa de Bactérias por filos.

30



Relative Abundance (%)

Seca Aguas Confinamento

100

~l
(6]

[€)]
o

N
(@]

Phylum

Crenarchaeota

- Euryarchaeota

Thermoplasmatota

. Halobacterota
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Considerando a abundancia diferencial de Archaea ao nivel de filo (Figura 9), vé-se
que houve diferenca significativa do filo Euryarchaeota entre os periodos de aguas e
confinamento, e entre seca ¢ confinamento (p-value < 0.05, Wilcoxon test). Em relacdo a
Thermoplasmatota e Halobacterota, houve diferenga significativa entre os trés periodos

(p-value < 0.05, Wilcoxon test).
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Figura 9. Abundéancia diferencial de Archaea ao nivel de Filo utilizando Wilcoxon test. ns, ndo significante;

*¥**P < 0.001, ****P < 0.0001.

Em contrapartida, a abundancia diferencial de Bactérias mostrou-se significativamente
diferente, ao nivel de filo (Figura 10) para Firmicutes, Actinobacteriota, Bacteroidota,
Cyanobacteria, Proteobacteria, Spirochaetota e Verrucomicrobiota entre os periodos de seca
e os outros dois periodos (p-value < 0.05, Wilcoxon test). Nao houve diferenca significativa
entre os periodos para Desulfobacterota, e Fibrobacterota esteve presente apenas no periodo

da seca.
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***P < 0.001, ****P < 0.0001.

5.3 Associacio com o fenotipo de ganho médio diario por modelo de regressiao linear
misto

A andlise de associagdo entre o ganho médio didrio e cada ASV de bactérias e archaea
foi feita separadamente para cada periodo, utilizando dados dos 85 animais. A andlise para
Archaea, no periodo de aguas a pasto, revelou seis ASVs relacionadas a reducdo do GMD e
uma ASV relacionada ao aumento do GMD (Figura 11). No periodo de confinamento (Figura
12), obteve-se como resultado apenas duas ASVs relacionadas ao aumento do GMD, e para o
periodo de seca foram seis ASVs associadas com maior GMD e uma associada ao menor
GMD (Figura 13).

Salienta-se que diferentes ASVs do tdxon Methanobrevibacter estiveram associadas
com a caracteristica de interesse nos trés periodos, com efeitos variando entre positivo e
negativo para GMD. Ja o taxon Methanosphaera esteve relacionado com incremento do GMD
no periodo de confinamento ¢ de seca. No periodo de seca o tdxon Methanoplasma esteve

relacionado com menor GMD e Methanocorpusculum com maior GMD.
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A ASV_50, do taxon Methanobrevibacter, foi associada a reducdo do GMD tanto nas

aguas quanto no confinamento.

Associagéo entre GMD e Archaea - Aguas
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Figura 11: Associagdo do ganho médio diario (GMD) de bovinos Nelore com as variantes de sequéncias de
amplicons (ASVs) de Archaea das fezes no periodo de Aguas. Apenas ASVs que tiveram associagdes
significativas com o referido fenétipo (FDR < 0,05) sdo apresentadas. Baixo ¢ Alto GMD correspondem a

valores de beta negativos e positivos, respectivamente.
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Figura 12. Associagdo do ganho médio didrio (GMD) de bovinos Nelore com as variantes de sequéncias de
amplicons (ASVs) de Archaea das fezes no periodo de confinamento. Apenas ASVs que tiveram associagdes
significativas com o referido fenotipo (FDR < 0,05) sdo representadas. Baixo e Alto GMD correspondem a

valores de beta negativos e positivos, respectivamente.
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Associagao entre GMD e Archaea - Seca

Candidatus_Methanoplasma (arc_ASV_6) - _

Methanobrevibacter (arc_ASV_7) -

Methanobrevibacter (arc_ASV_21) -
ValorBeta

. Baixo gmd
. Alto gmd

Methanocorpusculum (arc_ASV_12) -

TaxonASV

Methanosphaera (arc_ASV_44) -

Methanobrevibacter (arc_ASV_1) -

Methanobrevibacter (arc_ASV_30) -

valor B

Figura 13: Associag@o do ganho médio diario (GMD) de bovinos Nelore com as variantes de sequéncias de
amplicons (ASVs) de Archaea das fezes no periodo de seca. Apenas ASVs que tiveram associagdes
significativas com o referido fenotipo (FDR < 0,05) sdo representadas. Baixo e Alto GMD correspondem a

valores de beta negativos e positivos, respectivamente.

Em relagdo a associacdo com as ASVs de bactérias, obteve-se como resultado quatro
ASVs associadas a reducdo do GMD no periodo de 4guas (Figura 14), oito no periodo de
confinamento (Figura 15) e quatro no periodo de seca (Figura 16). Para aumento do GMD, no
periodo de dguas, dez tdxons foram associados (Figura 14), no confinamento, treze (Figura
15) e no periodo de seca, seis ASVs de bactérias (Figura 16). Para o periodo de aguas (Figura
14), as ASVs do taxon Oscillospiraceae, Gastranaerophilales € Lachnospiraceae estiveram
associadas com o baixo GMD. Ja ASVs dos taxons Lachnospiraceae,
Erysipelatoclostridiaceae, Anaerolineacea, Bifidobacteriaceae e Coprostanoligenes foram
associados ao alto GMD.

No periodo de confinamento (Figura 15), ASVs dos taxons Lachnospiraceae foram
relacionadas tanto com o alto quanto com o baixo GMD. Os tixons Rikenellaceae,
Peptococcaceae, Christencenellaceae, UCG-010 e Coprostanoligenes estiveram associados
com o baixo GMD. Com o alto GMD, os seguintes grupos foram associados: UCG-010,
Oscillospiraceae, Muribaculaceae e Prevotellaceae.

Para o periodo de seca (Figura 16), os tdxons Selenomodaceae e Lachnospiraceae
estiveram relacionados com o baixo GMD, ja ASVs dos tdxons Rikenellaceae e Bacteroidales

estiveram associados ao alto GMD.
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Associagao entre GMD e Bactérias - Aguas
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Figura 14. Associagdo do ganho médio didrio de bovinos Nelore com as variantes de sequéncias de amplicons
(ASVs) de bactérias das fezes no periodo de aguas. Apenas ASVs que tiveram associagdes significativas com o
referido fenotipo (FDR < 0,05). Baixo e Alto GMD correspondem a valores de beta negativos e positivos,

respectivamente.
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Figura 15. Associagdo do ganho médio didrio de bovinos Nelore com as variantes de sequéncias de amplicons
(ASVs) de Bactérias das fezes no periodo de Confinamento. Apenas ASVs que tiveram associagdes
significativas com o referido fenotipo (FDR < 0,05). Baixo e Alto GMD correspondem a valores de beta

negativos e positivos, respectivamente.
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Associagao entre GMD e Bactérias - Seca
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Figura 16. Associagdo do ganho médio diario de bovinos Nelore com as variantes de sequéncias de amplicons
(ASVs) de Bactérias das fezes no periodo de Seca. Apenas ASVs que tiveram associagdes significativas com o
referido fenotipo (FDR < 0,05). Baixo e Alto GMD correspondem a valores de beta negativos e positivos,

respectivamente.

6. DISCUSSAO

6.1 Variacio da estrutura do microbioma frente a condi¢does ambientais distintas

Este estudo identificou diferencas nas comunidades microbianas de fezes de Nelore
em trés periodos de coleta distintos, a pasto (seca e aguas) ¢ no confinamento. Salienta-se que
diversos estudos (Tapio et al. 2016; Indugu et al. 2017; Malmuthuge e Guan 2017; Wirth et al.
2018) demonstraram que o microbioma ruminal possui uma estabilidade populacional,
aspecto que corrobora para o conceito de microbioma core (NEU, A., ALLEN, E., ROY, K.;
2021), que representa o conjunto central de tixons comuns as comunidades microbianas em
diversos ambientes.

Nesse sentido, os principais Filos bacterianos envolvidos no processo de digestdo dos
bovinos sdo Firmicutes e Bacteroidetes (STEWART et al, 2019), bem como as Archaea
metanogénicas do Filo Euryarchaoeta, mais especificamente da classe Methanobacteria
(WIRTH et al, 2018), o que condiz com os resultados de abundancia relativa para bactérias e
Archaea mais abundantes nos trés periodos.

O filo de Archaea Euryarchaoeta, dominante nos achados para abundancia relativa,
participa da degradagdo da matéria organica, reducdo do nitrato, fixagdo do nitrogénio e
oxidacao do metano. Ja os filos bacterianos Firmicutes e Bacteroidetes, também os mais
abundantes em nossos resultados, estdo relacionados com o metabolismo de carboidratos e
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sd0 mais resistentes as mudangas nutricionais ¢ aos ambientes acidos (ALVES, 2019),
afetando a absor¢do de energia e sendo correlacionados com o aumento de gordura. O periodo
de seca possui uma abundancia relativa maior de Bacteroidetes que os outros periodos, grupo
o qual esta diretamente relacionado com a produ¢do de acidos graxos volateis (RIBEIRO,
2015). Os outros periodos (pasto-aguas e confinamento) possuem uma maior abundancia do
filo Proteobacteria, em relagdo ao periodo de seca, o qual desempenha diversas fungoes,
sendo relacionado na literatura com microbiota fecal de mamiferos saudaveis (MARCILLI,
2019).

As variagdes da estrutura do microbioma sdo amplamente estudadas, ja que podem ser
alteradas conforme as condigdes ambientais e da disponibilidade de recursos. Segundo Guan e
Malmuthuge (2017), a diversidade da microbiota ruminal estd intimamente relacionada a
dieta, j& que depende do substrato que sera fermentado. O ambiente ruminal necessita de
diversos pardmetros especificos e equilibrados para seu funcionamento, como o pH, a
temperatura, umidade, osmolaridade e a auséncia total ou quase total de oxigénio
(anaerobiose). Durante todo o processo fermentativo, sdo gerados produtos de interesse para
0s animais como proteinas, acidos graxos de cadeia curta e vitaminas do complexo B. Ocorre
nesse processo também a sintese de gases, como o gas carbonico e metano (OLIVEIRA,
2019). Dessa forma, a sazonalidade e disponibilidade de recursos pode causar altera¢ao nos
substratos, por consequéncia gerando modificagdes na microbiota.

Pode-se observar este fato nos resultados de diversidade e abundancia diferencial de
bactérias, que mostraram algumas diferencas significativas para o periodo de seca em relagao
aos outros periodos. Mostrou-se uma maior diversidade Alfa, baseada no nimero de tdxons
observados e no indice de Shannon-Wiener, que também leva em considera¢dao a abundancia
de cada taxon para o periodo de seca, o que pode estar ligado ao fato de pastagens mais
fibrosas estarem relacionadas a uma maior diversidade (ZHANG et al, 2024).

O Brasil ¢ um pais que passa por longos periodos de seca, o que gera obstaculos
inerentes a nutrigdo dos bovinos, sendo necessaria a suplementacao para impedir a reducao do
ganho de peso, imprescindivel para que se atinja o peso ideal de abate em um periodo
razoavel, ou seja, que ndo comprometa a qualidade do produto em fung¢ao da idade avangada
do animal. A produ¢do de carne bovina sofre interferéncia direta dessa sazonalidade, com um
crescimento maior dos animais durante as estacdes chuvosas, enquanto durante o periodo de
seca apresentam dificuldade de ganhar ou mesmo manter o peso (BATISTELLI et al, 2022).

A diversidade Alfa de Archaea mostrou-se significativamente diferente entre os dois

periodos a pasto e o confinamento, sendo esse ultimo periodo de menor diversidade. Isso pode
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estar relacionado com o fato da abundancia relativa de Archaea no confinamento apenas
apresentar Archaea de um taxon, visto que o indice de Shannon considera também a
distribuicao dos taxons.

Considerando a diversidade Beta, o periodo de seca demonstrou maior dissimilaridade
em relacdo aos outros dois periodos (aguas e confinamento). Quando consideramos a recria a
pasto de bovinos no periodo de seca, as gramineas das pastagens apresentam maior
dificuldade em serem digeridas, devido a maior lignificacao da fracao fibrosa insolavel e dos
baixos niveis de nitrogénio, que acabam sendo insuficientes para suprir as necessidades dos
microrganismos (PAULINO et al, 2008), prejudicando ndo apenas a digestibilidade, mas
também a produg¢do de &cidos graxos por parte do microbioma. Nessa situacdo, a
diversificacdo do microbioma pode garantir a melhor digestibilidade, como no estudo de
ZHANG et al 2024, o qual demonstrou que dietas ricas em fibra detergente neutra
proveniente de forragem (FNDF), que ¢ um componente essencial das dietas fibrosas,
favorece o crescimento de uma diversidade maior de microrganismos. Isso ocorre porque
dietas com menos fibras criam um ambiente ruminal mais acido. Dessa forma, dietas com
mais fibras auxiliam a estabilidade do pH, o que favorece a diversidade microbiana.

Ja no periodo das 4guas a disponibilidade de nitrogénio para os microrganismos nao
esta limitada. Quando se fala sobre o confinamento, sabe-se que essa ¢ uma pratica de manejo
que se da a partir da delimitagdo dos bovinos em lotes com determinada area por animal
(reducdo do gasto de energia para busca de alimentos) e provimento de alimentacao
concentrado em cochos, (BATISTELLI et al, 2022) muito utilizada na terminag¢ao dos
animais, mas também podendo ser utilizada como estratégia de recria, podendo encurtar o
periodo até o abate e aumentar os ganhos.

Salienta-se que os resultados entre as métricas de diversidade Beta divergiram para
Archaea, resultado que pode estar relacionado com o uso da filogenia para delimitar a
distancia Weighted Unifrac, mostrando que considerar ramificagdes unicas para delimitar as
ASVs em seus tdxons torna as amostras entre os periodos diferentes mais proximas,
impossibilitando uma separagdo clara entre os periodos. A arvore filogenética utilizada para
essa analise, permite uma maior confiabilidade na atribui¢do taxondmica, ja que ASVs que
foram atribuidas para um mesmo taxon, formam um grupo monofilético (ramo final da
arvore).

6.2 A associacdo do ganho médio diario com os diferentes periodos de coleta
O ganho médio diario foi o fenotipo que pdde ser avaliado no mesmo animal nos trés

periodos distintos, o que permitiu observar, a partir da sua associacdo com as ASVs de
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Bactérias e Archaea, as diferencas do microbioma e o manejo nutricional sobre o fendtipo de
interesse. O periodo de confinamento revelou-se o periodo com menor nimero de taxons de
Archaea associados a caracteristica de interesse, o que pode ter relacdo com o fato dos
animais durante o confinamento serem alimentados com alimento concentrado e, nos outros
periodos, estarem a pasto, sendo suplementados. Nesse periodo obteve-se apenas ASVs de
Archaea associadas com o aumento do GMD. As ASVs de Archaea do taxon
Methanobrevibacter estiveram associadas com o GMD nos trés periodos, tanto com efeitos
positivos, quanto negativos.

Em relacdo as bactérias, obteve-se um numero maior de ASVs relacionadas com o
aumento do GMD, sendo que o periodo de seca foi o que revelou menos ASVs associadas a
caracteristica. E importante salientar que o periodo de seca foi o que apresentou maior
diversidade de bactérias, segundo o indice de Shannon, e maior distanciamento em relagdo
aos outros periodos, considerando a beta diversidade. Porém, quando se vé a associagdo com
o fendtipo, tem-se que ha menos taxons bacterianos influenciando no aumento ou diminui¢ao
da caracteristica. Este fato pode estar relacionado com a idade dos animais, considerando que
o periodo de seca foi a primeira etapa do experimento, na qual os animais eram mais jovens,
pés-desmama e vieram de diferentes criadores. Porém, como o experimento foi caracterizado
por medidas temporais no mesmo individuo, ndo se pode afirmar de forma concreta essa
relacdo. Os principais taxons bacterianos envolvidos tanto no aumento do GMD quanto na sua
diminui¢do foram Lachnospiraceae, Oscillospiraceae ¢ Rikenellaceae.

O taxon Lachnospiraceae foi encontrado em maiores proporg¢des no estudo de Myer et
al. (2015) em animais com maior ganho de peso didrio, o que pode estar relacionado com o
fato deste taxon ser associado na literatura com a processo de degradacdo da celulose,
juntamente com o taxon Rikenellaceae, de forma que a quebra da molécula da celulose
permite a conversdo dos agucares liberados em &cidos organicos volateis, os quais sdo
absorvidos e constituem a principal fonte de energia de bovinos (OLIVEIRA, 2013). Além
disso, Oscillospiraceae aparece na literatura tendo impacto na satide intestinal, provavelmente
pelo fato desse grupo, produtor de acetato, gerar acidos graxos de cadeia curta (UDDIN et al.,
2024). No periodo de seca, diferentes ASVs bacterianas atribuidas ao taxon Rikenellaceae
foram associadas com efeitos positivos no fenotipo de ganho diario, variando em valores entre
0,25 a 0,50 no fenotipo, enquanto o taxon Lachnospiraceae teve mais ASVs com efeitos
negativos, variando também em valores entre de -0,25 a -0,50. Considerando o periodo de
aguas, diferentes ASVs bacterianas atribuidas ao tdxon Lachnospiraceae estiveram

relacionadas com efeitos positivos no fenotipo de ganho diario, variando em valores de mais
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de 0,37 a 0,50 no fendtipo. No confinamento, ASVs dos taxons Lachnospiraceae e
Oscillospiraceae tiveram efeitos positivos com valores de 0,30 a préximo de 0,60.

De modo geral, as associacdes de tdxons do microbioma com a caracteristica GMD
sugerem uma interacdo com manejo nutricional, uma vez que foram especificas para periodo
amostral (pasto-seca, pasto-aguas e confinamento), tendo sido observada apenas uma ASV
(Archaea) associada a GMD em mais de um periodo, e nesse caso, o efeito foi contrario.

O taxon de Archaea Methanobrevibacter ¢ composto por organismos metanogénicos,
0s quais sdo sensiveis as mudangas nas condi¢des da ragdo do animal, podendo causar
aumento da taxa de fermentagdo, diminuicdo da ruminagdo ou do pH (acidificacdo), que
diminuem a quantidade de H? disponivel para forma¢do do metano, aumentando a energia
disponivel para o animal (NEVES, 2008). No periodo de pasto na seca, o taxon de Archaea
Methanobrevibacter foi associado no aumento da caracteristica com valores entre 0,20 e 0,30.
No periodo de aguas, o taxon foi associado tanto a diminui¢do quanto no aumento da
caracteristica, com valores positivos de 0,30 e negativos de -0,20 a -0,40. Por fim, no
confinamento, ocorreu associacdo com valores positivos de 0,4 no fenotipo.

E importante salientar que o fato de os mesmos tixons possuirem efeitos tanto
positivos quanto negativos no fendtipo deve-se ao fato de trabalharmos com ASVs, as quais
nos permitem chegar em alguns casos até o nivel de género, entdo ndo se consegue explorar

ao nivel de espécie, dessa forma, por mais que seja 0 mesmo taxon, as ASVs sdo diferentes.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que ao final deste trabalho permitiu-se tragar um perfil taxonomico do
microbioma frente a diferentes condi¢cdes ambientais. Este pdde ser utilizado para analise de
associacdo com o fendtipo de ganho médio diario, permitindo explorar as Bactérias e Archaea
relacionadas com o aumento ou diminuicao de tal caracteristica.

Foi possivel também explorar a possivel relacdo entre as condigdes ambientais, a
nutri¢ao e as alteragdes dos taxons, por meio das diversidades e abundancia, ao longo dos trés
periodos de estudo: pasto na estagdo seca, pasto na estacao de aguas e no confinamento.

Como consideragdes centrais, elenca-se os resultados de abundincia relativa, que
corroboram para o conceito de microbioma core, em que se observou que os tdxons mais
abundantes nas amostras estdo descritos na literatura como tdxons mais abundantes
frequentemente. Salienta-se também que a diversidade alfa ¢ maior no periodo de seca, e ha

maior dissimilaridade das amostras nesse periodo, podendo estar relacionado com o fato das
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pastagens nesse periodo estarem mais fibrosas. Elenca-se também como aspectos importantes
as andlises de associacdo das ASVs com o GMD, em que os principais tdxons bacterianos
envolvidos tanto no aumento da caracteristica quanto em sua diminuicdo sao:
Lachnospiraceae, Oscillospiraceae e Rikenellaceae, enquanto o principal tdxon de Archaea
envolvido foi Methanobrevibacter, com efeitos positivos e negativos no fendtipo.

Os resultados do trabalho podem auxiliar na compreensdo da relagdo entre o
microbioma e a caracteristica, a qual ¢ de grande importancia no campo do desempenho na
cadeia produtiva, podendo auxiliar em estudos posteriores no desenvolvimento de bioinsumos
ou de manejo nutricional que permita impactar no aumento do ganho médio didrio dos

animais em diferentes estratégias de recria e engorda.
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