Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Sequenciamento do microbioma do ramen de ovinos
utilizando a plataforma lon Torrent (PGM)

Lucas Dantas Lopes

Dissertagdo apresentada para obtencéo de titulo de Mestre em

Ciéncias. Area de Concentragio: Microbiologia Agricola

Piracicaba
2013



Lucas Dantas Lopes
Engenheiro Agrénomo

Sequenciamento do microbioma do rumen de ovinos
utilizando a plataforma lon Torrent (PGM)

Orientador:
Dr. RODRIGO MENDES

Dissertagdo apresentada para obtencdo de titulo de Mestre
em Ciéncias. Area de Concentracdo: Microbiologia
Agricola

Piracicaba
2013



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicacéo
DIVISAO DE BIBLIOTECA - ESALQ/USP

Lopes, Lucas Dantas

Sequenciamento do microbioma do rimen de ovinos utilizando a plataforma
lon Torrent (PGM) / Lucas Dantas Lopes.- - Piracicaba, 2013.

88 p:il.

Dissertacdo (Mestrado) - - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 2013.

1. Microbioma do rimen 2. Metagenoma 3. Comunidades bacterianas 4. Enzimas
celuloliticas 5. Sequenciamento de segunda geragéo I. Titulo

CDD 636.3085
L864s

“Permitida a cépia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”






A minha Mae, Katia Maria Fontes Dantas, por representar a principal fonte de apoio nos

momentos mais dificeis, e pelos primeiros ensinamentos bioldgicos,

Dedico.






AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Paulo Cézar Barreto Lopes e Kéatia Maria Fontes Dantas, pelos valores
passados durante a minha criacéo, pelo incondicional amor e incessante estimulo;

Aos meus irméos, Luciana Dantas Lopes e Luis Paulo Dantas Lopes, pela companhia
e afeto fraternal imensuravel,

Aos meus avos, Nilma de Araldjo Fontes, Cleonice Barreto Lopes, José Ives Lopes,
Maria Lucia Dal Farra e Francisco José Costa Dantas, pelo grande afeto e pelo conhecimento
transmitido por suas experiéncias. Especial agradecimento aos dois Ultimos, pelo exemplo na
vida académica, e, é claro, pelas correcGes de portugués;

A Camila de Souza Varize, por todo o carinho, companheirismo e ajuda nas
referéncias bibliograficas;

A todos os tios, primos e demais componentes da minha familia, por toda a forca e
pelos momentos agradaveis;

Ao0s meus reais amigos, por me acompanharem nas fugas a superficialidade, ou pelas
boas risadas nos humanos momentos superficiais;

Ao meu orientador, Dr. Rodrigo Mendes, por todos os ensinamentos cientificos, pela
agradavel convivéncia e pela grande ajuda em situagdes criticas;

Ao Professor Dr. Fernando Dini Andreote, por todo o auxilio e presteza, e por abrir as
portas do seu laboratorio para o meu aprendizado;

Ao Professor Dr. Adibe Luiz Abdalla e a Lilia Raquel Fé da Silva, por concederem as
amostras de ramen e por toda a contribuicdo neste trabalho;

Ao Dr. Marcelo Ferreira Fernandes, por me ajudar nos direcionamentos académicos, e
pelos primeiros ensinamentos cientificos, de grande valia;

A Emiliana, Clederson, Leonardo, Milena, Vanessa e todos os outros colegas do
laboratério de Microbiologia Ambiental da Embrapa Meio Ambiente, pelos auxilios no que
me foi necessario e pela boa convivéncia;

A Diogo, Luana, Pedro, Thiago, Ademir e todos os colegas do laboratério de
Microbiologia do Solo da ESALQ/USP, pela ajuda na iniciacdo a biologia molecular e nas
duvidas diarias;

Aos colegas do laboratério de Microbiologia do Solo da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, pelos bons momentos la vividos.

A agéncia financiadora do projeto do rimen, FAPESP (2012/03848-8):

A agéncia CNPq, pela concess&o de bolsa durante os dois anos de mestrado;



Ao programa de pds-graduacdo em Microbiologia Agricola da ESALQ/USP;
Ao Charles Darwin, Louis Pasteur, Gregor Mendel, Antonie van Leeuwenhoek, Carl
Woese e demais cientistas que apresentaram uma visdo além do bem e do mal, com o

propdsito de promover a compreensao das ciéncias da vida.



“Os pensadores em cujo espirito todas as estrelas se movem em orbitas ciclicas ndo sdo os
mais profundos; aqueles que olham para o fundo de si da mesma forma que para um imenso
universo e consigo traz vias lacteas, sabe a desordem dos caminhos de todas as vias lacteas;

elas levam ao caos, ao labirinto da existéncia.”

Friedrich W. Nietzsche






SUMARIO
RESUMO ... .ottt bttt b bt se et b e st e be s be e e reabenbe st eneanas 11
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e st et bRt b e bRt b e b et e R e Re st et R e Rt ne et neenes 13
LISTA DE FIGURAS. ... .ottt a et e et e e e nb e e nnte e e nntaeenneees 15
LISTA DE TABELAS . ...ttt ettt e et e e e e e nsb e e e nsa e e e naeeaneae s 17
(0] 5100710 TSP 19
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA. ..ot 23
2.1 Coevolugao entre ruminantes € MIiCro-0rganiSMOS. .......c..coverververrertereseeeeresresreseesresiesneas 23
2.2 Ecologia microbiana No FUMEN............ciiiiiiiiieneee e 26
p A T Tor (=] - TSROSO 26
2.2.2 ATCNABAS. ...ttt bbbt b r e bbb bbb e 27
2.2.3 FUNQOS. ...tttk bbbttt b et n e nne s 28
A o (0] (0740 14 [0TSR 28
2.2.5 BaCEIIOTAGOS. .. .eevieie ettt enne s 29
2.3 Microbioma do rumen como fonte de enzimas celuloliticas............ccocvveniiiiiiiiinicienen, 30
3 MATERIAL E METODOS......ccoiuiiriiiieieisissssesie ittt ssesssssesnns 33
3.1 Experimentacao animal € amMOSTraAgeIM...........eiieiiriiririe e 33
3.2 Incubagao € anAliSES QUIMICAS. ......ccueiueeeiirieieeieie et 34
3.3 Analise da comunidade bacteriana utilizando 10N Tags........c.ccoveveeveiieviere e, 37
3.4 ANAliSE METAGENOMICA. ... .ccveeviiiie ettt e e b e s e s reesbe e e sreeseeenne e 37
3.5 Processamento de dados, anotagdo e analises estatistiCas...........cuvvrvvevvevereriesieseseseennns 39
A RESULTADOS. ...ttt s e e s e et e e e st e e e sae e e e ae e e e nseeeaseaeaneeeanneeeanns 43
4.1 Qualidade dos resultados dos SEQUENCIAMENTOS. ..........ccveivieieiierieere e, 43

4.2 Estrutura da comunidade bacteriana baseada nos sequenciamentos rRNA 16S e DNA total
(MELAGENOMICA). ...ttt bbbttt bbbkttt b et e b et e st bttt et e e enn e 47
4.3 ANALISES QUIIMICES. ...ttt bbbttt ettt bbbt eneas 49

4.4 Correlagbes entre as varidveis quimicas (CHs GP; pH e OMD) e taxonémicas

(sequenciamento FTRINA L16S).......cciiiiiiie ettt e e be e e e e beesree s 50
45 Comparagdo da estrutura da comunidade bacteriana acessada pelos métodos de
sequenciamento rRNA 16S € MetagenOmMICa..........eivrerieierierienie e 55
4.6 Genes lignoceluloliticos identificados no microbioma do rimen..............cccoeeveiieieennnne 58

5 DISCUSSAO. ...ttt 61

5.1 Eficiéncia dos sequenciamentos e inferéncias ecologicas preliminares............c.ccccevvenen. 61



10

5.2 Composicdo da comunidade bacteriana no microbioma do rimen...........cccccevevevivenennnn. 64
5.3 Interpretacbes ecologicas baseadas nas correlagBes entre a estrutura taxonémica da
comunidade bacteriana (rRNA 16S) e as Variaveis qUIMICas...........cccccevveresieereerieseeseeanenns 66
5.4 Comparacdo da diversidade microbiana acessada pelo sequenciamento rRNA 16S e por
EA LT E=To (< o To] 1 g o TP TSP TTP PP 69
5.5 O rumen de ovinos como fonte de descoberta de genes relacionados a degradacao da fibra
(VL2027 1 TSP SS 72
B CONCLUSOES.......ovuiemiiririieeis st ssse sttt 75
REFERENCIAS. .......oootiiteieie ettt 77



11

RESUMO

Sequenciamento do microbioma do rumen de ovinos
utilizando a plataforma lon Torrent (PGM)

Os micro-organismos que habitam o trato digestivo dos ruminantes tém uma profunda
influéncia no desenvolvimento e funcionamento do animal hospedeiro. O rimen abriga
comunidades microbianas complexas dominadas por bactérias que participam de um processo
eficiente de degradacao dos materiais que compdem a parede celular vegetal. Por esta razéo, o
microbioma do rdmen representa uma fonte inexplorada de enzimas hidroliticas com
potencial aplicacdo na producdo de combustiveis a partir da biomassa lignoceluldsica. Nos
usamos a plataforma lon Torrent (PGM) para acessar 0 microbioma do ridmen de quatro
animais da raca Santa Inés submetidos a uma dieta base. A fim de descrever a estrutura da
comunidade microbiana no rimen de ovinos e explorar o seu potencial como uma fonte de
genes de degradacdo da biomassa, usamos a abordagem de sequenciamento do gene RNA
ribossomal 16S (rRNA), utilizando lon Tags, e a abordagem de sequenciamento
metagenémico shotgun (DNA total), respectivamente. Além disso, medimos parametros
quimicos do ambiente do ramen, relacionados a cada animal, incluindo pH, Degradabilidade
da Matéria Orgéanica (OMD), Producédo total de Gas (GP) e Emissdes de Metano (CH4), a fim
de buscar correlagdes entre estas variaveis quimicas e 0s grupos bacterianos. Em termos de
estrutura da comunidade microbiana (bacteriana), encontramos Bacteroidetes como o filo
dominante, seguido por Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria. Alguns taxons foram
correlacionados com os parametros quimicos, como as familias Corynebacteriaceae e
Streptococcaceae, que foram positivamente correlacionadas com OMD; e a familia
Streptomycetaceae, negativamente correlacionada com GP e CH,. Algumas glicosil hidrolases
conhecidas foram identificadas, como Endo-1,4-beta-glucanases, Beta-D-glicosidio-
glicohidrolases e outras foram designadas como putativas. Estas descobertas mostram
interacdes ecoldgicas entre 0s grupos microbianos e fungdes importantes do ramen, assim
como o potencial do rimen de ovinos para a descoberta de novas enzimas celuloliticas.

Palavras-chave: Microbioma do rimen; Metagenoma; Comunidades bacterianas; Enzimas
celuloliticas; Sequenciamento de segunda geracédo
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ABSTRACT
Sheep rumen microbiome sequencing using lon Torrent (PGM) platform

The microorganisms inhabiting the digestive tracts of ruminants have a profound
influence on the host animal development and functioning. The rumen harbors complex
microbial communities dominated by bacteria, which participate in an efficient process to
digest plant cell wall materials. For this reason, the rumen microbiome represents an untapped
source of hydrolytic enzymes with potential application for fuel production from
lignocellulosic biomass. We used the lon Torrent (PGM) platform to access the rumen
microbiome of four animals of Santa Inés breed under a base diet. In order to describe the
structure of the microbial community in the sheep rumen and explore its potential as a source
of biomass-degrading genes, we used 16S ribosomal RNA (rRNA) lon Tags sequencing
approach and shotgun metagenomic sequencing (total DNA) approach, respectively.
Furthermore, we measured rumen chemical environmental parameters related to each animal,
including pH, Organic Matter Degradability (OMD), Total Gas Production (GP) and Methane
emissions (CH4) in order to search for correlations between these chemical variables and
bacterial groups. In terms of microbial (bacterial) community structure, we found
Bacteroidetes as the dominant phylum in sheep rumen microbiome, followed by
Proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria. Some taxa were correlated with the
environmental parameters, like the Corynebacteriaceae and Streptococcaceae families, which
was positively correlated with OMD, and the Streptomycetaceae family, negatively correlated
with GP and CH,4. Some known glycoside hydrolases were identified, such as Endo-1,4-beta-
glucanases, Beta-D-glucoside glucohydrolases and others were designated as putative ones.
These findings show ecological interactions among microbial groups and important rumen
functions, as well as the potential of the sheep rumen for the discovery of new cellulolytic
enzymes.

Keywords: Rumen microbiome; Metagenome; Bacterial communities; Cellulolytic enzymes;
Next generation sequencing
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1 INTRODUCAO

Os ruminantes sdo animais herbivoros que possuem o estdmago dividido em quatro
cavidades: rumen, reticulo, omaso e abomaso. Por essa caracteristica, s&o também conhecidos
como poligastricos. De todas as cavidades, apenas o abomaso é o estbmago quimico, ou
“verdadeiro”, onde enzimas digestivas e sucos gastricos sdo secretados (RUCKESBUCH,
2011). O rimen é uma cavidade especial, sendo um 6rgédo que abriga uma enorme abundéncia
e rigueza de micro-organismos gque sdo responsaveis por executar funcdes essenciais para a
nutricdo do animal. Produzem enzimas que catalisam a degradacéo de proteinas (BROOKS et
al., 2012), lipidios (KIM et al., 2009), amido (OFFNER et al., 2003), celulose, lignina,
hemicelulose (KOIKE & KOBAIASHI, 2009), dissacarideos (KASPEROWICZ et al., 2012),
entre outros, liberando acidos graxos volateis como produtos destas reac@es, principalmente
acetato, propionato e butirato, que sdo moléculas constituidas de cadeias carb6nicas mais
simples, as quais o animal consegue absorver e assimilar. Além disso, 0s micro-organismos
que estdo aderidos ao bolo alimentar seguem para 0 abomaso, onde sofrem digestao peptidica,
constituindo assim uma importante fonte protéica para a nutricdo do animal, ja que este possuli
uma dieta baseada em alimentos com alta relacdo C/N (KAMRA, 2005; DEWHURST et al.,
2000).

O conjunto dos genomas de micro-organismos associados mutualisticamente a um
organismo é denominado de microbioma (HOOPER & GORDON, 2001), e as funcGes
executadas por essa comunidade microbiana associada sdo fundamentais para o
desenvolvimento do organismo hospedeiro. Desta maneira, 0s ruminantes sdo altamente
dependentes do microbioma do rimen para a manuten¢do de suas vidas, ja que, na auséncia
microbiana, seria impossivel a desconstrucdo da biomassa vegetal mais recalcitrante e o
aproveitamento do alimento de sua dieta exclusivamente herbivora (DUNCAN & POPPI,
2008).

Para a adaptacdo a esta dieta inteiramente a base de plantas, ocorreu uma evolugdo no
sistema enterogastrico dos ruminantes, que culminou na divisdo de seu estbmago e
surgimento do rumen. Como a biomassa vegetal é composta por moléculas de dificil
decomposicgéo, principalmente a lignina e a celulose encontradas na parede celular vegetal
(COSGROVE, 2005), e os animais ndo sdo capazes de produzir enzimas atuantes na
degradacédo desses compostos, iniciou-se um processo de co-evolugdo com micro-organismos
capazes de executar aquelas fungdes. Para tal, o estdmago se dividiu de modo a criar uma

“camara” (o ramen) com condic¢des ideais para abrigar 0s micro-organismos essenciais na
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desconstrucédo da fibra vegetal (JANIS, 1976; ROSENBERG et al., 2010). Por outro lado, os
micro-organismos que passaram a estar associados ao rimen sofreram uma presséo de selecdo
para a utilizacdo do material ligno-celulésico, o que promoveu o aumento da eficacia do
microbioma na degradacédo desses compostos (TROYER, 1984).

Portanto, a partir deste metagenoma (LEY et al., 2008), ou segundo genoma do
organismo, como designado por Zhao (2010), conceitos que se referem ao conjunto de todos
0S genes microbianos a ele associados, existe uma forte probabilidade de serem encontrados
novos genes codificadores de enzimas ligno-celuloliticas com capacidade de uso industrial,
como, por exemplo, para aplicacdo na producdo de etanol de segunda geragdo (DUAN &
FENG, 2010; SELINGER et al.,, 1996). Alguns estudos ja identificaram novos genes
candidatos, relacionados a degradacdo de fibra, tanto em microbiomas intestinais (POPE et
al., 2010; WARNECKE et al., 2007), como em microbiomas ruminais (POPE et al., 2012;
BRULC et al., 2009; HESS et al., 2011), o que reforca este potencial de descoberta.

Tradicionalmente, ensaios funcionais in vitro eram realizados com o intuito de
encontrar isolados ativos no processo de degradacdo da celulose, e algumas bactérias com
atividade celulolitica foram descobertas e descritas (SUEN et al., 2011a; BRULC et al., 2011,
SUEN et al., 2011b). No entanto, estas técnicas apresentam varios impedimentos que limitam
a descoberta de novas enzimas eficientes. O primeiro obstaculo é que a grande maioria dos
micro-organismos néo é cultivavel (RAPPE e GIOVANNI, 2003), o que significa que nio se
conhecem as condicdes ideais para a producdo de meios de cultura para a maioria deles.
Sendo assim, essa grande parcela microbiana ndo consegue crescer e se desenvolver nos
meios produzidos. Desta forma, tal empecilho age como um grande filtro para a descoberta de
isolados capazes de degradar a ligno-celulose. O segundo desafio decorre do fato de que é
bastante complicado simular as condi¢cdes do ambiente ruminal, mantendo as condicgdes
corretas de temperatura, de movimentos do 6rgao, de pH, e, principalmente, de anaerobiose.

Todavia, abordagens mais eficientes tém evoluido bastante, principalmente as
baseadas em analises metagendmicas. Tanto a metagenémica por meio de clonagem, quanto a
baseada em sequenciamento direto. Ambas sdo técnicas moleculares que permitem o acesso
aos genes microbianos, mesmo gue esses sejam provenientes de micro-organismos ainda nao
cultivaveis (HANDELSMAN, 2004). Alguns estudos de microbioma do rumen foram e estéo
sendo realizados, utilizando essas metodologias, tanto com sequenciamento de bibliotecas de
clones (BRULC et al., 2009; PERUMBAKKAM et al., 2011; SHIN et al., 2004; SINGH et
al., 2011), quanto com sequenciamento de Gltima geracdo (POPE et al., 2012; HESS et al.,
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2011; LI et al., 2012; CALLAWAY et al., 2010; PITTA et al., 2010; LEE et al., 2012;
BRULC et al., 2009).

As abordagens de sequenciamento massivo de Ultima geracdo, como, por exemplo, a
do pirossequenciamento (PETROSINO et al., 2009), permitem uma maior chance de sucesso
na busca por genes codificadores de enzimas eficazes na degradacdo da biomassa vegetal, ja
que o numero de DNA acessado pela metagenémica baseada em clonagem é limitado,
dependente do tamanho da biblioteca de clones. Este problema nédo existe na metagendmica
baseada em sequenciamento direto, pois 0 DNA ¢ inteiramente sequenciado. A vantagem do
sequenciamento de Ultima geracdo € a maior quantidade de sequéncias produzidas, permitindo
assim, neste tipo de analise, uma melhor representacdo de todo o DNA metagendmico
(SENDURE & JI, 2008).

Além do supracitado pirossequenciamento, outras abordagens de sequenciamento de
ultima geracdo tém surgido, como a do lon Torrent Personal Genome Machine™ (PGM), a
qual garante uma quantidade de até 1G de reads com a utilizacdo do lon 316 micro-chip. Esta
é uma técnica nova, e alguns estudos ja comecaram a fazer uso deste tipo de analise, obtendo
resultados satisfatorios (WHITELEY et al., 2012; JUNEMANN et al., 2012).

O presente estudo utilizou o lon Torrent PGM™ para 0 sequenciamento
metagendmico do microbioma do rimen de ovinos, sendo, salve engano, o0 primeiro a usar
esta abordagem em estudos de microbiologia em ruminantes.

Os objetivos deste estudo sdo descrever a composicdo taxondmica bacteriana no
microbioma do rdmen de ovinos da raca Santa Inés submetidos a mesma dieta; comparar a
estrutura da comunidade avaliada por duas metodologias diferentes; buscar correlacfes entre
0s grupos bacterianos e fun¢des importantes no rdmen, a fim de compreender melhor a
ecologia deste ambiente; e procurar novos genes relacionados a degradacéo da ligno-celulose

em tal metagenoma, investindo na alta acuracia desta nova abordagem de sequenciamento.

Anatomy Of The Ruminant Stomach

Rumen

Duodenum Umasum

{small intestine) ™S

RIGHT SIDE Aboresurm

Figura 1- Representacdo esquematica dos compartimentos estomacais dos ruminantes
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Coevolucgdo entre ruminantes e micro-organismos

A interacdo mutualistica entre os sistemas digestivos dos animais e 0S micro-
organismos é de fundamental importancia para a vida dos hospedeiros. A presenca e a acdo
microbiana expande o espectro de fungdes e capacidades metabdlicas possiveis no interior
deles. Os estudos a respeito da dependéncia dos animais aos seus microbiomas mostram cada
vez mais a interferéncia microbiana na evolucdo e desenvolvimento desses seres (KARASOV
& KAREY, 2009; LEY et al., 2008; ROSENBERG et al., 2010).

Os ruminantes sdo 0s animais que levaram este tipo de relacdo simbidtica a um nivel
mais elevado, podendo ser considerados como 0s possuidores do sistema digestivo mais
complexo entre os animais. Talvez eles tenham chegado, com essa associacdo, ao estagio
mais “evoluido” entre os mamiferos, no quesito aproveitamento nutricional, em um pProcesso
de coevolucdo que gerou um compartimento especial para abrigar a comunidade microbiana,
o rumen (HUNGATE, 1966).

A coevolucdo é definida como as adaptagdes evolutivas reciprocas que ocorrem entre
espécies que estdo interagindo, a fim de manter e/ou aperfeicoar essa relacdo (MORAN,
2006). Ela ocorreu no processo evolutivo dos ruminantes exatamente como esta definicéo
sugere, com 0S micro-organismos afetando a evolugdo dos ruminantes, e com 0s ruminantes
afetando a evolucdo das espécies microbianas que abrigam, gerando, a partir de entdo, uma
interdependéncia entre eles (TROYER, 1984).

Os ruminantes sdo da ordem Artiodactyla, e a subdivisdo do ancestral comum que deu
origem a essa ordem e a ordem Perissodactyla (cavalos, rinocerontes, etc.) remonta ao inicio
do antigamente chamado periodo Terciario, da era Cenozobica, mais precisamente nomeado
hoje em dia de periodo Paledgeno. Foi nessa época que mudancas climaticas comecaram a
acontecer no planeta e os animais que deram origem aos ruminantes do presente iniciaram a
evolucdo de modificacdo em seus sistemas digestivos, a fim de se adaptar a tais mudancas
(JANIS, 1976).

No Eoceno, a segunda fase do periodo mencionado (Pale6geno), o clima na América
do Norte e na Eurésia era umido e tropical. Entretanto, com o inicio da fase seguinte
(Oligoceno), o clima no planeta comecou a se modificar, ficando cada vez mais frio e seco.
Esta mudanca se alongou lenta e progressivamente durante o resto do Paleégeno e continuou
no Nedgeno (JANIS, 1976).
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Nas florestas tropicais do inicio do Eoceno, 0s proto-ruminantes selecionavam por
todo o ano dietas a base de estruturas reprodutivas e de estagios inicias de crescimento das
plantas, que possuem muito baixo teor de celulose em sua composi¢cdo. Porém, com a
posterior mudanca do clima para mais frio e seco, o desenvolvimento das plantas se tornou
mais sazonal, ndo disponibilizando mais aquelas estruturas com baixo teor celulésico por todo
0 ano. Ao invés disso, 0s animais se depararam com a Unica op¢do de consumir uma dieta que
era mais fibrosa durante algumas partes do ano, isto é, mais rica em celulose. Esta nova dieta
necessitava de algum tipo de fermentacdo microbiana, ja que 0s animais eram incapazes de
sintetizar enzimas celuloliticas para aproveitar o novo alimento fibroso (JANIS, 1976).

Qualquer animal submetido a uma dieta fibrosa necessita entrar em algum tipo de
relacdo simbidtica com bactérias produtoras de celulases, e desenvolver em seu aparelho
digestivo algum sitio de fermentacdo, onde essas bactérias possam degradar a celulose. Além
dos ruminantes, outros herbivoros desenvolveram diferentes tipos de modificagdo no sistema
digestivo e interacdo com bactérias celuloliticas. Como exemplo, podemos citar 0s equinos e
0s roedores, que possuem o0 ceco gastrico desenvolvido, abrigando grande quantidade de
micro-organismos que degradam a fibra (JANIS, 1976).

Todavia, os artiodactilos ruminantes sdo ditos como mais eficientes do que os
herbivoros ndo-ruminantes, por duas razdes: tanto pelo fato de terem desenvolvido uma
enorme camara de fermentacdo (ramen), o que lhes permitiu evitar melhor os predadores, por
ndo precisarem digerir o alimento no local de consumo; quanto pelo fato de terem a camara de
fermentacdo anterior a digestdo quimica, permitindo assim maior aproveitamento da proteina
microbiana, ndo sendo necessario praticar coprofagia, como observado em outros herbivoros
(ALEXANDER, 2009; JANIS, 1976).

Mesmo sendo a degradacdo da biomassa vegetal fibrosa a principal funcdo do ramen,
ou seja, a ciclagem do carbono (C), Janis (1976) sugere que o inicio do surgimento do 6rgdo
estava mais relacionado & ciclagem do nitrogénio (N).

A mudanca climatica durante este periodo se deu de forma gradual, e ndo catastréfica,
de forma que duas pressdes de selecdo puderam agir vagarosamente para 0 aumento do
tamanho dos animais. A primeira pressdo seletiva se caracterizava pela necessidade de um
maior volume de alimento passar pelo sistema digestivo, ja que grande parte do alimento
ainda ndo era bem aproveitada. Ja a segunda, foi baseada na necessidade de desenvolver
maior tolerancia ao clima que se resfriava continuamente, ou seja, necessidade de conservar o
calor (JANIS, 1976).
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O aumento no tamanho corporal, a dieta fibrosa e o clima mais seco, podem ter levado
a uma maior necessidade de reciclar o nitrogénio. A proteina que chega ao estdbmago é
convertida em amonia, que é absorvida pelo organismo, e parte dela se transforma em ureia.
A ureia ndo é quebrada pelas enzimas do animal, porém, se houvessem bactérias capazes de
quebrar essas moléculas e incorporar em sua biomassa, depois poderiam disponibilizar a
proteina microbiana para a assimilacdo pelo animal, resolvendo dois problemas
simultaneamente. O primeiro é a reciclagem do N, que cada vez se tornava mais escasso e
indisponivel, e 0 segundo é a diminuicdo da perda de &gua, ja que a ureia é expelida dos
animais via urina, que é a base de agua (JANIS, 1976).

Estes fatores podem ter levado ao inicio da colonizagdo microbiana nos animais, que
depois foram lentamente induzindo no animal a formacdo de uma camara que favorecesse
condicdes ideais para a realizacdo da atividade microbiana, como o pH proximo da
neutralidade. Com o aumento gradual do conteudo fibroso da dieta, uma selecdo concomitante
possivelmente ocorreu no sentido de micro-organismos celuloliticos, e, pouco a pouco, 0
rimen como é hoje conhecido, surgiu, adaptado as exigéncias dos ciclos do C e N nas novas
condicdes do ecossistema em que 0s animais viviam (JANIS, 1976).

Para outros autores, como Foose (1974), o enlargamento e a divisdo do estdmago dos
ruminantes primeiramente se deram pela pressdo de selecdo que agia sobre a necessidade de
bactérias desintoxicantes, e ndo pela reciclagem do N, ja que as plantas que serviam de dieta
aos proto-ruminantes do Eoceno tinham um alto contetdo de toxinas.

Mas ainda existiu outro tipo de evolugdo nesta interacdo, como mencionado no inicio,
que é aquela observada do outro lado da coevolucdo, ou seja, do ponto de vista microbiano.
HUNGATE (1966) discorre sobre como a aquisi¢cdo e evolugdo microbiana ocorreu nos
ruminantes. A agua naturalmente possui micro-organismos anaerdébicos capazes de degradar a
matéria organica, assim, € sugerido que as primeiras aquisi¢cdes microbianas se deram através
da ingestdo dela. Ap6s uma primeira absorcdo e inicio de associacdo, a selecdo natural
favoreceu 0s micro-organismos mais capazes de utilizar os substratos ingeridos na dieta dos
animais, com maior potencial bioquimico.

Com o incremento de uma dieta mais fibrosa, uma pressao de sele¢do agiu sobre 0s
micro-organismos para a decomposicdo dos compostos celuloliticos, aumentando
gradativamente o potencial microbiano na degradacdo da biomassa fibrosa. Seguindo a
evolucdo, algumas espécies ficaram mais eficientes em certas vias metabolicas, perdendo
caracteristicas a partir de entdo ndo mais necessarias (como a tolerancia a O;), e um intrincado

sistema de cross-feeding e especializa¢cdes metabdlicas se desenvolveram nesse ecossistema,
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criando uma interdependéncia tanto entre as espécies microbianas, quanto entre a comunidade
microbiana e os animais (HUNGATE, 1966).

Para finalizar o levantamento sobre a coevolucdo ocorrida entre a comunidade
microbiana e 0s ruminantes, resta apenas o dado de como a comunidade microbiana é passada
para as geracdes seguintes. Existem diferentes métodos de inoculagdo da prole apds o
nascimento, que ocorre tanto via amamentagdo, quanto pela saliva, eructacdo, e até mesmo
ingestdo das fezes do progenitor (TROYER, 1984). Este mesmo autor também sugere que
uma evolucdo no comportamento social foi necessaria para manter a transmissdo microbiana
entre as geragdes, inclusive apontando como este o principal fator que levou os herbivoros a
viverem em sociedade (TROYER, 1984).

2.2  Ecologia microbiana no ramen

A ecologia e a diversidade dos diferentes tipos microbianos no ambiente do rimen sdo
moldadas pelas caracteristicas peculiares deste sistema. As condi¢cbes em um ovino saudavel
sdo de pH em torno de 6,8 a 7,0, garantido pela acdo tamponante da continua entrada de
saliva; temperatura do animal em condi¢Ges normais por volta dos 39°C; constante umidade;
baixo potencial redox, causado pela diminuta concentracdo de O,; presenca de alta
quantidade de acidos organicos, derivados da lise de carboidratos pelos micro-organismos;
liberacdo de diversas toxinas provindas dos alimentos, ou mesmo de alguns membros da
comunidade microbiana que 1a vivem; e as diferentes dietas que os animais podem consumir
(MARDEN et al., 2005; KAMRA, 2005; PITTA et al., 2010).

Apesar de estas caracteristicas restringirem os habitantes que consigam viver em tais
condi¢bes, o rumen é um ambiente com uma grande diversidade microbiana, sendo
encontrado & uma grande riqueza de espécies de bactérias, além de archaeas, fungos,
protozoarios e bacteriéfagos (KAMRA, 2005; SIROHI et al.,, 2012; CHAUCHEYRAS-
DURAND & DURAND, 2010).

2.2.1 Bactérias

As bactérias sdo 0s micro-organismos que apresentam maior riqueza de espécies e
abundancia no rimen, chegando a ter mais de 10*° células por grama de contetido ruminal
(RUSSEL e RICHLIK, 2001). Atuam de forma fundamental tanto no ciclo do C, quanto no do
N. No ciclo do C, produzem enzimas que agem na quebra de diversos polissacarideos,

incluindo as moléculas mais recalcitrantes, como celulose e lignina. Os animais sdo
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inteiramente dependentes das bactérias para a execugdo destas atividades (KOIKE e
KOBAIASHI, 2009).

Assim, alimentos fibrosos e com alta relagdo C:N podem ser aproveitados. O
consorcio e a acdo consecutiva das bactérias, na degradacdo dos polissacarideos, geram acidos
graxos Vvolateis de cadeia curta (acetato, propionato, butirato), que podem ser absorvidos e
assimilados pelo organismo do animal (KARAOV & CAREY, 2009; RUSSEL & RICHLIK,
2001). Algumas especies de bactérias tém conhecida atividade na degradagdo dos compostos
fibrosos, como Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefasciens, Ruminococcus albus,
Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola, Eubacterium cellulosolvens e Eubacterium
ruminantium (STEWART et al., 1997; KOIKE & KOBAIASHI, 2009).

No ciclo do N, as bactérias também executam um papel fundamental. A proteina
absorvida € quebrada em peptideos, aminoacidos e finalmente amoénia. A aménia é absorvida
pelo animal ou imobilizada na biomassa microbiana. A reagdo de absor¢do da amonia pelo
organismo do animal libera ureia. Parte da ureia volta para o rumen através da saliva ou
simples difusdo pelos vasos sanguineos da parede do rimen. Como 0s animais ndo produzem
ureases, e varias bactérias sim, o papel crucial delas reside justamente na quebra dessas
moléculas e incorporagdo em sua biomassa, disponibilizando mais tarde ao animal através da
digestdo peptidica microbiana no abomaso, fazendo assim com que o nitrogénio reciclado seja
mais bem aproveitado pelo hospedeiro (CHERDTHONG & VANAPATH, 2010). Alguns
exemplos de espécies de bactérias ureoliticas conhecidas do rumen sdo Succinivibrio
dextrinosolvens, Treponema spp., Ruminococcus bromii, Butyrivibrio spp., Bifidobacterium

spp., Bacteroides ruminicola e P. productus (WOZNY et al., 1977).

2.2.2 Archaeas

Outro grupo microbiano bastante importante no ramen é o do dominio Archaea,
embora a principal funcdo delas nesse ambiente seja a producdo de metano, que é uma
atividade indesejada tanto do ponto de vista da perda de carbono para a nutricdo animal,
guanto por esse gas ser um dos contribuintes do efeito estufa global (JOHNSON &
JOHNSON, 1995). As archaeas metanogénicas podem produzir metano de trés formas
conhecidas, todas elas utilizando compostos derivados da fermentagdo bacteriana.

Na primeira delas (hidrogenotréficas), oxidam o H, e utilizam principalmente o CO;
como aceptor final de elétrons, para reduzi-lo a CH,4. A segunda forma € utilizando compostos
metilicos, como metanol, trimetilamina ou dimetil-sulfeto, para formar metano. E a terceira
delas é utilizando o acetato com a liberacédo final de metano (ATTWOOD & MCSWEENEY,
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2008). As archaeas metanogénicas se encontram inseridas no filo Euryarchaeota (WOESE et
al., 1990), e as ordens pela qual estdo distribuidas sdo Methanobacteriales, Methanosarcinales,
Methanomicrobiales, Methanococcales e Methanopyrales (ATTWOOD e MCSWEENEY,
2008).

2.2.3 Fungos

Em se tratando dos fungos que habitam o rimen, os mais importantes sdo aqueles do
filo Neocallimastigomycota (LIGGENSTOFFER et al., 2010; GRIFFITH et al., 2010;
KAMRA et al., 2005). Estes fungos fazem respiracdo anaerobica, e antes de sua descoberta,
se acreditava que ndo existiam fungos capazes de executar este tipo de metabolismo
(GRIFFITH et al., 2010). Por esta caracteristica, foram entdo colocados em um filo a parte, o
Neocallimastigomycota, embora primeiramente classificados dentro do filo Chitridiomycota
(GRIFFITH et al., 2010). Inicialmente, foram confundidos com protozoarios, por seus esporos
serem flagelados. Porém, ao serem observadas as estruturas vegetativas, foi constatado que se
tratava de fungos, e ndo de protozoarios (ORPIN, 1975).

Os fungos deste filo sdo conhecidos por sua atividade celulolitica (GRIFFITH et al.,
2010, LIGGENSTOFFER et al., 2010), inclusive analises moleculares identificaram a
presenca de genes relacionados a producdo de celulossomas (STENBAKKERS et al., 2001).
Os celulossomas sdo complexos multi-enzimaticos relacionados a aderéncia a fibra vegetal e
producdo de enzimas celuloliticas (BAYER et al., 2004), mas s6 haviam sido encontradas, até
entdo, em bactérias. Por este fato, estudos sugerem que a aquisicdo desses genes pelos fungos
do filo Neocallimastigomycota se deu por transferéncia horizontal com bactérias (GARCIA-
VALLVE et al., 2000).

2.2.4 Protozoarios

Uma das razdes pela qual os fungos anaerébicos foram inicialmente confundidos com
0s protozoarios, € que o0 rumen abriga uma grande quantidade destes ultimos, tanto que ja
foram descritas mais de 250 espécies de protozoarios habitantes do ramen (WILLIAMS &
COLEMAN, 1992). A maioria destes micro-organismos que vive neste ambiente é composta
por ciliados, e estdo ligados e/ou executam funcbes de consideravel importancia para 0s
animais.

A funcdo com que mais se relacionam é a metanogénese, ja que se sabe da relagdo
endossimbidtica existente entre eles e algumas archaeas metanogénicas (CHAGAN et al.,
1999; MORGAVI et al., 2012; OHENE-ADJEI et al., 2007). Alguns protozoarios ciliados
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possuem hidrogenossomos, que sdo organelas responsaveis pela producdo de ATP em meio
anaerobico, com a consequente liberacdo de H,, sendo esta a principal razdo porque as
archaeas metanogénicas se encontram intimamente relacionadas a eles (HACKSTEIN et al.,
2001). Os protozoarios do rumen ainda sdo conhecidos pela atividade de fagocitar bactérias
(BONHOMME et al., 1990) e degradar carboidratos, inclusive celulose (FIDLEY et al.,
2011). O estudo de Ricard et al. (2006) sugere que a aquisicdo dos genes relacionados a
degradacéo de carboidratos dos ciliados do rimen se deu por transferéncia horizontal de genes

bacterianos.

2.2.5 Bacteriofagos

Um ultimo grupo de micro-organismos, ou de unidades bioldgicas, que pode se
encontrar no rimen, é o de bacteriéfagos. Os bacteriofagos sdo virus que infectam bactérias.
O ndmero de particulas virais ultrapassa o nimero de células bacterianas (3x10° — 1,6x10™)
por mililitro de fluido ruminal (KLIEVE & SWAIN, 1993). Os primeiros estudos de
bacteriofagos no ramen identificaram 26 tipos morfoldgicos em rimens de bovinos e ovinos
(KLIEVE & BAUCHOP, 1988) e trés familias virais: Myorividae, Syphorividae e
Podoviridae (KLIEVE et al., 1996).

Um estudo mais recente de metagenémica viral (virbmica) no rdmen de bovinos
encontrou mais de 28.000 gendtipos virais diferentes, sendo a grande maioria das particulas
sequenciadas (~78%) pertencentes a virus ainda ndo descritos. Este estudo também
demonstrou que a maioria das sequéncias virais do microbioma acessado pertence a proéfagos
(fragmentos de DNA bacterianos de origem viral), superando o nimero de sequéncias de
fagos liticos numa proporcéo de 2:1. Eles ainda constataram que os préfagos e bacteriéfagos
encontrados estdo mais associados aos filos dominantes no rimen dos bovinos estudados, ou
seja, a Proteobacteria e Firmicutes (MILLER et al., 2012).

Os bacteridfagos sdo de suma importancia na ecologia do ramen, principalmente por
regular a dindmica da comunidade bacteriana (SIROHI et al., 2012; ROSENBERG et al.,
2010; MILLER et al.,, 2012) e facilitar a transferéncia horizontal de genes dentro dela
(MILLER et al., 2012). A transferéncia horizontal de genes é um fator essencial na evolucdo
bacteriana, sendo responsavel por manter uma estabilidade na comunidade microbiana frente
a variacdes no sistema, tanto do ponto de vista da manutencdo das espécies, quanto do ponto
de vista funcional (AMINOV, 2011).

O papel dos bacteriéfagos na dinamica bacteriana também é bastante necessario, e 0

mecanismo de regulagcdo no rumen € o mesmo que em outros microbiomas animais, como o
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intestinal. Ele se baseia na hipdtese “killing the winner” (“matando o vencedor”)
(THINGSTTAD e LIGNELL, 1997), que sugere que as espécies bacterianas mais abundantes
séo lisadas mais rapidamente do que as menos abundantes.

Com a intensa infeccdo, o nimero de individuos desta espécie mais abundante comeca
a cair, e outra espécie com um nicho semelhante inicia um acréscimo no namero de células,
até atingir uma abundancia dominante, comecar a ser mais infectada pelos fagos
correspondentes, e ter o mesmo destino da primeira espécie, com um decréscimo em sua
abundancia. Uma terceira espécie entdo continuaria o processo, e assim por diante. A especie
infectada diminui o nimero de organismos (pela lise viral), até chegar a um ponto onde a
quantidade dos bacteriéfagos correspondentes também cai consideravelmente, permitindo
entdo um novo acréscimo na populacdo, reiniciando o ciclo. Ao serem infectadas, as espécies
tém seus numeros reduzidos, mas ndo chegam a se extinguir. Assim, os bacteriéfagos agem
tanto promovendo uma maior diversidade bacteriana, quanto induzindo uma redundancia
funcional no sistema (ROSENBERG et al., 2010).

2.3 Microbioma do rimen como fonte de enzimas celuloliticas

O abundante material lignocelul6sico representa uma fonte alternativa promissora de
geracdo de energia, pela caracteristica de ser uma fonte renovavel e ndo-poluente. A busca por
este tipo de fonte de energia tem aumentado cada vez mais, tendo em vista, principalmente, 0s
problemas de mudangas climaticas no planeta, a inseguranca energética e o esgotamento das
fontes combustiveis fosseis (YWE et al., 2012; THANKOSES et al., 2003; RUBIN, 2008).

Todos os argumentos que mostram porque 0 rimen € um ambiente naturalmente
enriquecido para a decomposicdo da biomassa vegetal lignocelulésica foram apresentados
acima, sendo clara a fonte potencial que esse sistema fornece para a descoberta de novas
enzimas ativas e eficazes na degradacdo da fibra. As populacGes microbianas do microbioma
do rumen constituem uma rica e, até recentemente, subutilizada fonte de novas enzimas com
um potencial tremendo para aplicacdes industriais (SELINGER et al., 1996).

A biomassa vegetal recalcitrante € basicamente constituida pelo contetdo da parede
celular vegetal. Mais especificamente, pela lignina, celulose e hemicelulose. Estes trés
componentes interagem entre si, se entrelacando e formando uma estrutura rigida que
aumenta a dificuldade de degradacdo da biomassa lignocelulésica (YWE et al., 2012;
COSGROVE, 2005).
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A celulose é um polimero de glicoses ligadas por ligagdes glicosidicas B-1,4. As
hemiceluloses possuem cadeias que se assemelham a da celulose, porém sdo ligadas por
ligagdes B-1,4 entre xiloses, formando a xilana, que € o principal tipo de hemicelulose. Outros
tipos de hemiceluloses sdo formados por cadeias de arabinosil, glucuronil ou acetil em
substituicdo a xilana (KOYKE & KOBAIASHI, 2009; COSGROVE, 2005). A lignina possui
uma cadeia bastante heterogénea, ramificada e com grande quantidade de anéis aromaticos.
As enzimas lignoliticas geralmente funcionam em processos oxidativos, e, portanto, ndo
funcionam bem em um ambiente anaerébico como o rumen, sendo assim mais dificeis de
serem encontradas neste ambiente (SELINGER et al., 1996).

Depois da lignina, a celulose € a molécula de mais dificil decomposigdo, e as
principais enzimas celulases conhecidas relacionadas a sua degradagdo sao [-1,4-
endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrolases e celodextrinases) e B-glucosidases, cada
uma delas relacionada a uma etapa especifica na quebra da molécula (DUAN & FENG,
2010).

A maior parte dos genes relacionados a degradacdo de celulose no rimen (pelo menos
100 genes), estudados através de clonagem de genes, foi proveniente de bactérias. A maioria
foi isolada de poucas espécies bacterianas, principalmente Butyrivibrio fibrisolvens,
Fibrobacter succinogenes, Prevotella ruminicola, Ruminococcus albus e Ruminococcus
flavefasciens. Uma quantidade muito inferior foi isolada de protozoarios e fungos
(SELINGER et al., 1996).

No ambiente do ramen, existem quatro localidades principais onde as bactérias
permanecem em atividade. Existem as bactérias de “vida livre” que se localizam na fase
liquida; as que ficam aderidas as particulas de alimentos; as associadas ao epitélio do rimen; e
as que ficam ligadas a superficie dos protozoarios. As populacdes bacterianas associadas as
particulas de alimento sdo numericamente predominantes, representando até mais de 75% de
toda a comunidade microbiana (KOYKE & KOBAIASHI, 2009).

As abordagens que estdo sento mais utilizadas atualmente para acessar 0 microbioma
do rimen com o propdsito da descoberta de genes que codificam enzimas celuloliticas sdo
baseadas em metagenémica. Tanto a metagenémica classica, baseada em clonagem e triagem,
guanto a metagendmica baseada em sequenciamento direto e bioinformatica, além de
sequenciamentos de genes relativos ao RNA de subunidades ribossomais 16S/18S/ITS, com
objetivos de descrigdo taxonémica (DUAN e FENG, 2010).

Alguns estudos atuais mostram resultados satisfatorios na busca por novas enzimas

celuloliticas, utilizando como fonte o rimen de alguns animais. O sequenciamento massivo do
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DNA metagendmico dos micro-organismos aderidos a fibra vegetal incubada no rimen de
bovinos, revelou mais de 27 mil genes candidatos relacionados a degradacéo de carboidratos
(HESS et al., 2011).

A abordagem metagenémica foi usada com sucesso para estudar o microbioma do
rimen de bovinos, usando tanto amostras da fase liquida, quanto da aderida a fibra vegetal,
com a utilizagdo do pirossequenciamento 454. Neste estudo, diferentes glicosidio hidrolases
foram encontradas, comparando com as encontradas no microbioma do sistema digestivo de
térmitas. Eles também concluiram que a colonizacéo inicial da fibra é realizada por micro-
organismos que degradam as cadeias laterais disponiveis e facilmente degradaveis, ao invés
das fragdes mais recalcitrantes, como celulose (BRULC et al., 2009).

Pope et al. (2012) fizeram sequenciamento  metagendmico, usando
pirossequenciamento FLX, para acessar o microbioma ruminal da rena de Svalbard, um
ruminante do artico. Eles encontraram mais de 20 glicosidio hidrolases e outros genes
relativos a enzimas carboidrato ativas. Eles também fizeram triagem funcional e detectaram
alta atividade celulolitica em alguns clones analisados. No mesmo ano, um conjunto de clones
com atividade celulolitica, extraidos de uma biblioteca de clones do ramen de bovinos, foi
utilizado para a identificagdo dos genes codificadores de enzimas celuloliticas. Apds a
identificacdo, um gene predito como eficiente foi expresso em altas quantidades em E. coli. A
enzima mostrou alta eficiéncia em degradar ligacdes glicosidicas B-1,3 e B-1,4 de
polissacarideos, assim como celulose microcristalina e papel filtro (GONG et al., 2012).

As descobertas recentes mostram a grande possibilidade de utilizacdo de enzimas
extraidas do sistema ruminal para aplicacdo industrial. Muito ainda esta para ser descoberto, e
0 microbioma do ramen de ovinos € uma fonte que continua inexplorada por meios das

técnicas recentes de metagendmica, €, portanto, é o alvo deste estudo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimentacdo animal e amostragem

O experimento foi conduzido no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA-
USP), Piracicaba, Brasil, onde quatro ovinos (sexo masculino, raca Santa Inés) fistulados
foram alimentados com uma dieta composta de 60% de concentrado (~40% de gréo de milho
+ ~20% farelo de soja) e 40% de volumoso (feno de capim Tifton-85, Cynodon spp.). Depois
deste periodo, as amostras de ramen foram coletadas e levadas para a incubacdo no
laboratério e demais analises.

A fase sélida (fibrosa) e a fase liquida de cada animal foram coletadas separadamente.
A fase fluida foi coletada através da fistula do animal, com o auxilio de uma mangueira
acoplada numa seringa, usadas para puxar o liquido ruminal, que foi armazenado numa
garrafa térmica (previamente aquecida com agua a 39°C) para manter a temperatura do rimen
e evitar o choque térmico e consequente morte microbiana. A fase sélida foi coletada com
pinca através da fistula e colocada em um isopor, para também evitar o choque térmico. O

conteddo ruminal coletado de cada animal foi homogeneizado (fase sélida e liquida) e

imediatamente incubado para as analises posteriores.

Figura 2- Condugdo dos quatro animais da raga Santa Inés submetidos a mesma dieta



34

\

Figura 3- Detalhe da fistula, por onde foram retiradas as amostras liquidas e fibrosas do rimen de cada animal

3.2 Incubagéo e analises quimicas

Para a realizacdo das analises quimicas, 25 mL das amostras de rdamen
homogeneizadas foram transferidas para garrafas de 160 mL com sacos ANKOM® (ANKOM
Technology, USA), contendo 0,5 g da mesma proporcdo da dieta usada durante a conducao
animal e 50 mL de uma solucdo tampéo (pH= 6,8-7,0) (Tabela 1) que continha resazurim,
indicador de anaerobiose. As garrafas foram incubadas anaerobicamente (tanto o indculo
ruminal quanto a solucdo tampédo foram mantidas com injecdo de CO, antes de serem
colocadas para incubacdo) por 24h a 39°C em incubadora de circulagdo forgcada de ar
(Marconi MAZ35, Piracicaba, SP). Esses parametros refletem as condi¢cGes normais de
temperatura e pH do ramen do animal e o tempo suficiente para medir a degradabilidade do
substrato utilizado (MAKKAR, 2004).
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0 o inéculo do fluido do rimen

Figura 4- Estufa onde foi realizada a incubagdo (A) das garrafas conted
homogeneizado e os sacos com a dieta (B)

Figura 5- Solucéo tampdo utilizada para incubagdo. Indicador de anaerobiose resazurim oxidado (A) e reduzido,
sob adicdo de CO2 (B)

Depois da incubacdo, as garrafas foram postas no gelo com o objetivo de parar a
reacdo de todas as amostras simultaneamente. Os saquinhos foram coletados para as analises
de degradabilidade do substrato (OMD) e amostras de gas foram coletadas com seringa pela
tampa de borracha das garrafas no inicio da incubacdo (Oh) e ap6s 24h para anélises da
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producdo total de gas (GP) e concentra¢do de metano (CH,4). Apos a retirada dos saquinhos, o
pH foi mensurado em cada garrafa utilizando um pHmetro digital TECNAL (TECNAL,

Piracicaba, SP), a temperatura ambiente.

gelo (A) e mensuracdo de pH (B).

Neste ponto, 6 mL do fluido ruminal de cada garrafa foi coletado, armazenado e
congelado a -80°C, para posteriormente ser usado na extracdo de DNA. O material dentro dos
sacos foi usado para determinacdo da degradabilidade da matéria seca, e a degradabilidade
real da matéria organica foi obtida através de incineragdo dos residuos, segundo método de
Van Soest et al. (1991). A producdo total de gds e a concentracdo de metano foram
determinados por cromatografia gasosa (Shimadzu 2014 GC), com uma coluna Shincarbon
ST micro packed a 60°C e detector de chamas FID a 240°C, utilizando um sistema semi-
automatizado (BUENO et al., 2005; LONGO et al., 2006).

Tabela 1- Solucdo tampdo, contendo macro e micronutrientes e indicador de anaerobiose
(resazurim)

Solugéo final Microminerais (A)  Macrominerais (B) Solucad Tampéo (C) Meio B (D) Sol. Resazurim (E)

A 0,61 mL CaCl,.2H, 6,69 Na,HPO, 4,2921g NH4HCO;3 4,5782g Cistein HCI 2,145 g Resazurim 0,019
B 1144,55 mL MnCl, 4H,0 59 KH,PO, 3,79659 NaHCO; 40,0593g Agua dest 326,04 g

C 1144,55 mL CoCl,.6H,0 0,59 MgS0,.7H,0 0,687g NaOH 1M 13,72 mL

D 3432mL  FeCl3.6H,0 49 Na,SO; 1,621¢g

E 5,5 mL

Agua  2861,65 mL

Total 5500,055 mL 50 mL 1144,55 mL 1144,55 mL 343,2 mL 100 mL
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3.3 Andlise da comunidade bacteriana utilizando lon Tags

O DNA total utilizado para a analise de PCR do gene da subunidade 16S do RNA
ribossomal (rRNA) foi extraido do mesmo material ruminal incubado para analise das
variaveis ambientais. Um total de 3 mL de fluido ruminal de cada animal foi usado para 4
extracOes independentes de DNA, usando o kit de extragdo Power Soil DNA da MoBio
(Geneworks, Australia), de acordo com as instruc@es do fabricante. Apds a extracdo, foi feita
quantificacdo e checagem de pureza do DNA total na faixa de A260/A280 nm, usando
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA).

Foi realizada amplificacdo da regido hipervariavel V6 do gene rRNA 16S de bactéria
usando o DNA extraido do fluido ruminal de cada animal. A amplificacdo foi realizada
utilizando os primers A967F e 1046R (Sogin et al., 2006), e o primer forward foi modificado
pela adicdo de um PGM sequencing adapter e um barcode, separados por um espacador
“GT”. Os produtos de PCR de cada um dos animais foram marcados diferentemente usando
quatro barcodes diferentes (GATC; ACACT; CACAC; AGATG) e checados em eletroforese
de gel de agarose (2% w/v) quanto ao tamanho e especificidade do fragmento.

A amplificacdo foi conduzida em um Termo-ciclador Veriti (Applied Biosystems,
USA), com um volume final de 100 pL; 40 ng do gDNA; 0,4 pmol de cada primer; 10uL de
DreamTaq Buffer (1X); 0,02 umol de dNTP’s, 0,2U de DreamTaq polymerase e agua Milli-
Q. As condicdes de amplificacdo foram 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 57°C por 45 segundos e 72°C por 1 min, e uma extensdo final de 72°C por 10 min.

Os amplicons foram preparados para 0 Seqguenciamento, ajustando-se as suas
concentrages finais para 10-15 ppm e conectados a superficie de particulas lon Sphere, antes
da introdugdo no lon-316 micro-chip e finalmente sequenciado no lon Torrent PGM (Life
Technologies, USA) por 130 ciclos (520 fluxos), usando o kit lon Sequencing. Reads de
sequéncias policlonais e de baixa qualidade foram filtradas pelo software PGM e os dados

filtrados por qualidade pelo PGM foram exportados como arquivos FastQ e Sff.

3.4 Analise metagendémica

O mesmo DNA gendmico total (JDNA) usado para a analise de PCR foi usado para a
analise metagenémica. As amostras de DNA extraidas do fluido ruminal dos quatro animais
foram combinadas em uma amostra Unica para sequenciamento. O gDNA foi submetido a
uma fragmentacdo utilizando o BioRuptor Sonication System (Life Technologies, USA) e
ligate adapters foram conectados aos fragmentos para a preparagdo da biblioteca de

sequéncias, usando o kit lon Plus Fragment Library. Para a selecdo de fragmentos de tamanho
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adequado, foi feita uma corrida em gel de agarose (2%), seguido de corte do gel na regido
correspondente a localizagdo dos fragmentos de ~250 pb, e purificagdo com a utilizagéo do kit
PureLink™ (Invitrogen, USA).

Com o tamanho do fragmento padronizado, a biblioteca foi submetida a uma etapa de
amplificacdo, usando o kit lon Plus Fragment Library. Apds a amplificacdo, o produto foi
diluido até uma concentracdo de ~26 pM e o DNA molde foi preparado com o ITon PGM™
200 Xpress Template Kit, antes de ser colocado no lon-316 micro-chip. O micro-chip foi
entdo introduzido no lon Torrent PGM para sequenciamento (Life Technologies, USA) por
130 ciclos (520 fluxos), usando o kit lon Sequencing. Reads policlonais e de baixa qualidade
foram filtrados pelo software PGM, e os dados filtrados por qualidade foram exportados como
arquivos FastQ e Sff.

Figura 7- Sequenciador lon Torrent (PGM)
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3.5 Processamento de dados, anotacgéo e analises estatisticas

As sequéncias geradas tanto no sequenciamento rRNA 16S, quanto no
sequenciamento do DNA total (metagendmica), foram coletadas como arquivos FastQ e
inseridas na plataforma Galaxy (https://main.g2.bx.psu.edu/) (GOECKS et al., 2010). Uma
vez nesta plataforma, os arquivos foram convertidos ao formato FastQ 33, através do
comando “Quality format converter”, localizado no toépico “NGS: QC and manipulation” e
subtdpico “FASTX-TOOLKIT FOR FASTQ DATA” (BLANKENBERG et al., 2010). Este
comando foi necessario para uniformizar o formato dos arquivos FastQ para analise na
plataforma Galaxy.

A fim de realizar um filtro de qualidade nas sequéncias, os arquivos FastQ foram
transformados com o comando “FASTQ groomer convert”, seguido por “FASTQ quality
trimmer by sliding window”, ambos localizados no subtopico “FASTX-TOOLKIT FOR
FASTQ DATA”. Neste mesmo topico, um grafico de qualidade das bases ao longo dos reads
foi gerado para cada abordagem de sequenciamento (rRNA 16S e metagendmica), pelo
comando “FastQC: read QC reports”. Neste ponto, as sequéncias da metagenomica foram
baixadas e exportadas para o servidor Metagenome Rapid Annotation using Subsystem
Technology (MG-RAST) (http://metagenomics.anl.gov/) (MEYER et al., 2008), onde apenas
a opgdo “dereplication” foi selecionada, ja que o controle de qualidade ja havia sido realizado,
na plataforma Galaxy.

Ja as sequéncias de rRNA 16S continuaram a ser trabalhadas, a fim de retirar os
primers forward e reverse. Os reads deste sequenciamento tiveram primeiramente o primer
reverse removido através do comando “Clip adapter sequences”, onde foi informada a
sequéncia reversa do complementar do primer. Para separar as sequéncias em quatro
diferentes arquivos (cada um correspondendo a um animal), foi primeiramente utilizado o
comando “FASTQ to FASTA coverter”, para transformar as sequéncias no formato .fasta,
seguido do comando “Barcode splitter”, onde as diferentes sequéncias de barcodes foram
informadas com um arquivo .txt.

Os arquivos separados foram baixados, e foi feito um upload das sequéncias, que
agora estavam no formato .fasta, na plataforma Galaxy. Os tags e os primers forward foram
retirados através do comando “Trim sequences” (NGS: QC and manipulation). Para
padronizar o tamanho das sequéncias e eliminar as sequéncias muito curtas, foi dado um
ultimo comando neste programa, “Filter sequences by length”, onde foi selecionado um

tamanho minimo de 50 bases por sequéncia.
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Ao final disto tudo, as sequéncias estavam prontas para o upload no servidor MG-
RAST, onde novamente apenas a opgao “dereplication” foi selecionada, pois toda a limpeza ¢
controle de qualidade ja haviam sido realizados na plataforma Galaxy.

Uma vez no MG-RAST, os parametros padrdo foram usados para a classificacéo
taxondmica e funcional, com Max. E-value Cutoff de 1e-5, Min. % Identity Cutoff de 60% e
Min. Alignment Cutoff de 15 (MEYER et al., 2008). O banco de dados do Ribosomal
Database Project (RDP) foi usado para anotacdo e classificacdo taxonémica para ambos 0s
sequenciamentos, enquanto o banco de dados de proteina Subsystems foi usado para a
anotacéo e classificagdo funcional da metagendmica.

Para a busca de sequencias de celulases fora do servidor MG-RAST, foram
montados contigs a partir dos 2.254.551 reads obtidos por sequenciamento shotgun. Os
contigs com tamanho superior a 500 pb foram utilizados no Blastx contra o banco de dados do
Swissprot.

No servidor MG-RAST, as amostras do sequenciamento rRNA 16S foram utilizadas
para a construcdo de um grafico de curvas de rarefacdo, cujo resultado também forneceu os
indices de diversidade de Shannon. A classificacdo, nos diversos niveis taxonémicos, foi
extraida do servidor MG-RAST através de tabelas. Os resultados funcionais na busca por
enzimas lignoceluloliticas se fez na op¢ao “Krona-Graph”, gerado no item “table”.

A fim de identificar correlagdes entre a estrutura da comunidade bacteriana e as
varidveis das analises quimicas, foi feita uma analise de correlacdo no software Past
(HAMMER et al., 2001). L4, os dados taxonémicos foram normalizados, e todos os dados
(incluindo os das anéalises quimicas) sofreram uma transformacédo log. A analise de correlacéo
foi executada através de um teste de correlacdo de Pearson, e os resultados com significancia
estatistica (p<0,1) foram identificados.

Para uma melhor visualizacdo das correlacdes detectadas pela analise no Past, 0s
mesmos dados submetidos & andlise deste software foram enviados a outro software, o
CANOCO 45 (TER BRAAK e SMILAUER, 2002), onde foi feita uma andlise de
componentes principais (PCA). L4, os dados também sofreram uma transformacgéo log e
primeiramente se fez uma analise de correspondéncia canbnica (CCA), para observar o
“gradient length”. Como o “gradient length” foi <3SD, modelos lineares puderam ser
utilizados (Ramette, 2007), e finalmente se fez as PCAs nos varios niveis taxondmicos
desejados.

Para finalizar as analises estatisticas, foram realizadas compara¢Ges da estrutura

taxonébmica da comunidade bacteriana entre os dois tipos de sequenciamento, no software
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Statistical Analyses of Metagenomic Profiles (STAMP) (PARKS e BEIKO, 2010). Para a
identificacéo de diferencas significativas (p<0,05) nos niveis de género e de filo entre as duas

abordagens, foi feito um teste exato de Fisher dentro do mesmo software.
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4 RESULTADOS

4.1 Qualidade dos resultados dos sequenciamentos

Ambos o0s sequenciamentos produziram uma quantidade alta e adequada de

sequéncias, como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2- Resumo das sequéncias apos saida do sequenciador, apos os filtros de qualidade
(quality control, QC) e ap6s anotacdo. Filtro de sequéncias realizado na plataforma
Galaxy e anotagcdo realizada no servidor MG-RAST, para ambos 0s
sequenciamentos (rRNA 16S e metagenémica).

rRNA 16S tags DNA total
(Amostra composta)
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4

Contagem de sequéncias de saida do PGM 188.272 233.442 212.754 221.150 2.254.551
Apo6s QC: Contagem de Sequéncias 74532 122.360 110.455 118.081 1.401.420
Apbs QC: Tamanho Médio das Sequéncias (pb) 58 +/-3 58+/-3 58+/-3 58+/-3 99 +/-25
Apo6s QC: Percentual Médio de GC (%) 54 +/-8 55+/-7 56+/-7 55+/-7 50+/-10
Processado: Funcionalidade de Proteinas Preditas - - - - 1.057.446
Anotacao: Categorias Funcionais Identificadas - - - - 263.121

Anotado com o banco de dados do RDP (Ao nivel de
filos bacterianos)

Classificadas (total de sequéncias) 2.262 2.265 6.731 2.673 1.166
Na&o classificadas (total de sequéncias) 1.837 724 2.454 715 64

A metagendmica gerou uma quantidade maior de sequéncias, ja que foi feito uso de
um chip (316) inteiro para este fim, por ser uma amostra composta, contendo uma mistura de
DNA de todos os quatro animais. J& no sequenciamento rRNA 16S, todas as amostras de
DNA provenientes de cada animal foram sequenciadas com barcodes em um Unico chip,
tendo sido o numero de sequéncias de cada animal reduzido devido a esta limitagcdo. Mesmo
assim, uma quantidade satisfatéria de sequéncias foi gerada por ambas as metodologias, tendo
apresentado a metagendmica um total de mais de dois milhdes de sequéncias, ap6s a saida do
software PGM lon Torrent, enquanto o sequenciamento rRNA 16S resultou em uma
quantidade de quase um milh&o de sequéncias. Apos todos os filtros, limpezas e retirada de
primers das sequéncias realizados na plataforma Galaxy, a quantidade de sequéncias ainda se
manteve alta, tendo até mesmo o animal com menor quantidade de sequéncias, mais de
70.000 reads em perfeitas condi¢des para a anotacao e posteriores analises.

Apos a anotagdo taxonémica realizada no servidor MG-RAST com base no banco de

dados do RDP, em geral, mais de 2.000 sequéncias foram classificadas em algum filo
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bacteriano. Varias sequéncias, apesar de terem sido classificadas no dominio Bacteria, néo
foram afiliadas a nenhum filo, recebendo a denominacdo de ndo-classificadas. Com relagdo a
anotacdo funcional da metagenémica, um total de 263.121 categorias funcionais foram
identificadas.

Para checar a qualidade dos sequenciamentos, foram construidos graficos de qualidade
das bases ao longo dos reads na plataforma Galaxy, tanto para o sequenciamento do DNA
total (metagendmica), quanto para o sequenciamento rRNA 16S (Figura 8). As sequéncias de
ambas as metodologias foram submetidas a um “quality trimming”, o que melhorou bastante
0 score de qualidade dos sequenciamentos. Em média, as sequéncias de rRNA 16S tiveram
um score de qualidade de 27-28. Um resultado muito semelhante foi alcancado para as
sequéncias da metagendmica, que também apresentaram um score médio de 27. As bases com
maiores scores de qualidade geralmente se situaram no inicio do read, e uma gradual queda

de qualidade pode ser observada no sentido da aproximacéo do final dos reads.
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Figura 8- Score de qualidade por posi¢do no read de sequenciamento de rRNA 16S (A) e metagendmica (B),
extraido da plataforma Galaxy

Apbs a anotacdo das sequéncias no servidor MG-RAST, foi feita uma curva de

rarefacdo, ainda neste servidor, com o objetivo de se verificar a variagdo na riqueza de

espécies e na diversidade microbiana entre os rimens dos animais estudados (Figura 9).
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Figura 9 - Curvas de rarefacdo extraidas do servidor MG-RAST, mostrando a disposi¢do dos reads do
sequenciamento rRNA 16S entre os 4 animais. Diversidade alfa calculada a partir do indice de
diversidade de Shannon, sendo Animal 1= 7,32, Animal 2= 9,46; Animal 3= 7,89 e Animal 4= 9,63

Tanto a contagem de espécies, quanto o indice de diversidade calculado em cada
amostra, tiveram valores distintos, mas aproximados. No ridmen do animal 3, foi encontrado o
maior nimero na contagem de espécies, isto €, maior riqueza, seguido respectivamente pelo
animal 2, animal 1 e animal 4 (Figura 9). Um padrdo quase oposto foi observado para o indice
de diversidade de Shannon, onde o animal 4, que apresentou menor riqueza, mostrou o0 maior
indice de diversidade (9,63), e o animal 3, aquele com maior riqueza de espécies dentre 0s
quatro, apresentou o segundo menor indice de diversidade (7,89), ficando na frente apenas do
animal 1 (7,32) (Figura 9). O tnico animal cujo rimen preservou uma colocagdo semelhante a
respeito dos dois indices ecoldgicos entre os animais, foi 0 animal 2, que mostrou o0 segundo
mais rico e mais diverso ecossistema ruminal entre 0s quatro animais estudados.

Todas as amostras (animais) mostraram curvas de rarefacdo pouco ingremes a
esquerda e quase planas a direita, indicando que a amostragem e 0 sequenciamento foram
responsaveis por uma boa cobertura das espécies que compdem esse habitat.
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4.2 Estrutura da comunidade bacteriana baseada nos sequenciamentos rRNA 16S
e DNA total (metagenémica)

A estrutura da comunidade bacteriana pode ser observada no grafico da Figura 10, que
contempla tanto a composi¢do baseada no sequenciamento rRNA 16S em cada animal, quanto
a baseada na metagendmica. Apesar da abundancia dos grupos bacterianos ter se apresentado
diferenciada em cada uma das amostras, 0s grupos dominantes sdo sempre 0s mesmos. Nas
amostras individuais de cada animal (rRNA 16S) e na amostra composta (metagendmica), o
filo com maior abundéncia foi, em geral, Bacteroidetes. A maior diferenca se observa néo
entre os diferentes animais, mas entre as duas metodologias utilizadas. O filo Bacteroidetes
apresentou uma abundancia mais dominante na metagenémica, se comparado as amostras do
sequenciamento rRNA 16S, sendo constatado uma quantidade de quase 80% das sequéncias
totais desta abordagem, em contraposi¢cdo a um méaximo de ~55% observado nas amostras
individuais. Além da maior dominancia do filo citado, pode-se observar também uma maior
quantidade de filos detectados na metagenémica do que na abordagem de PCR.

Apesar destas pequenas diferencas, um padrdo semelhante pode ser observado entre
todas as amostras, onde os filos Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria sdo
sempre encontrados, quase sempre nesta respectiva ordem decrescente de maior abundancia.
Os filos Fibrobacteres e Spirochaetes também estiveram presentes em quase todas as
amostras, porém, com uma abundancia relativamente menor do que os filos anteriormente
citados. Alguns filos foram encontrados apenas na abordagem metagendémica, como
Synergistetes, Cyanobacteria, Tenericutes, Verrucomicrobia e Nitrospirae.

No nivel taxonémico de género, o0 mais abundante em todas as amostras, em ambas as
metodologias, foi o género Prevotella. Entre as amostras analisadas, tal género possuiu mais
de 50% do total de sequéncias em duas delas (animal 4 e animal 2), 41% na amostra da
metagendmica e 38% na amostra do animal 3. Apenas o animal 1 mostrou uma quantidade
relativamente menor, com 20% do total de suas sequéncias, todavia, ainda assim, o
comentado género foi 0 mais dominante nesta amostra, juntamente com Ruminobacter. Este
ultimo também apresentou alta quantidade de sequéncias em outras amostras.

Embora com uma quantidade baixa de sequéncias em relacdo aos ja mencionados, 0s
géneros Fibrobacter e Ruminococcus foram detectados no rimen de todos os animais e nas

duas abordagens.
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Figura 10- Estrutura da comunidade bacteriana baseada no sequenciamento rRNA 16S (Animal 1, Animal 2,
Animal 3 e Animal 4) e metagendmica. Frequéncias relativas das sequéncias de filos entre os 4
animais e a amostra agrupada (DNA total). Dados extraidos do Krona Graph na plataforma MG-

RAST, utilizando anotagdo no banco de dados do RDP



49

4.3 Analises Quimicas

Os resultados das analises quimicas do indculo e do substrato incubado, medidas ao
final do periodo de incubacdo, podem ser vistos nos graficos da Figura 11. O grafico de
producdo total de gas (Figura 11A) mostra um padrdo semelhante ao observado no grafico de
emissdo de metano (Figura 11B), assim como ao do gréafico de degradabilidade da matéria
organica (Figura 11D), apesar deste ultimo grafico ter mostrado altos desvios padrdo na
maioria das amostras. Pode-se perceber que o animal 3 mostrou os maiores valores para as
trés variaveis, enquanto o animal 2 possuiu os valores mais baixos. O animal 1 e o animal 4
apresentaram sempre os valores intermediarios. Por outro lado, o padréo visto para as demais
varidveis ndo ocorre para pH (Figura 11C). Ao contrario das outras variaveis, o fluido ruminal
incubado do animal 2 foi o que possuiu o valor de pH mais elevado, enquanto o do animal 3

teve o valor mais reduzido.
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Figura 11- Andlises quimicas provenientes dos inoculos e substratos incubados. A: Produgdo total de gas (GP),
mensurado em mL/ g de matéria seca; B: Emissdo do gas metano (CH4), mensurado em mL/g de
matéria seca; C: pH; D: Degradabilidade da Matéria Organica (OMD), medido em g/kg
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4.4 CorrelacGes entre as variaveis quimicas (CH4; GP; pH e OMD) e taxondmicas
(sequenciamento rRNA 16S)

Ja que o sequenciamento rRNA 16S forneceu a classificacdo em diferentes unidades
taxonémicas (filo, classe, ordem, etc) para o rimen de cada animal, e também foram feitas
andlises quimicas para o indculo e substrato incubado de cada um deles, houve a possibilidade
de se fazer uma anélise de correlacdo entre todas as variaveis quimicas e as diferentes
unidades taxonémicas. Devido a limitacdo do tamanho do fragmento, estas analises foram
feitas até o nivel de familia, para evitar a possibilidade de inferéncias erroneas sobre a
interpretacdo dos resultados desta analise a niveis taxonémicos inferiores. Na Tabela 3, é
possivel verificar todas as correlacBes significativas obtidas entre as varidveis ambientais
(quimicas) e taxonomicas (de filo a familia). Ainda nesta tabela, é fornecido o valor
probabilistico minimo admitido para a correlacdo ser considerada significativa (p<0,1), assim
como o valor de r, o coeficiente de correlacdo, seja ela positiva ou negativa.

As primeiras correlagdes observadas, em todos os niveis taxondmicos, sdo entre as
préprias varidveis quimicas, confirmando o padrdo observado na Figura 11. A variavel
emissdo de metano foi sempre positivamente correlacionada (p<0,1) com degradabilidade do
substrato, nas analises em todos os niveis taxondmicos. Da mesma forma, emisséo de metano
também foi positivamente correlacionada com producdo total de gas em todos os niveis,
porém, a um nivel de significancia ainda maior (p<0,5). Apesar do padrdo semelhante, ndo foi
observada nenhuma correlacao significativa entre degradabilidade e producéo de gas.

A variavel pH foi negativamente correlacionada com as bactérias do filo Fibrobacteres
a todos os niveis analisados, desde o mencionado filo, passando por classe (Fibrobacteria),
ordem (Fibrobacterales), até familia (Fibrobacteraceae). Também foi observada correlacéo,
mas positiva desta vez, entre pH e Actinobacteria. Porém, nos niveis taxonémicos mais
inferiores, esta correlacdo ndo foi detectada, sendo a ultima correlacdo entre pH e as
actinobacterias vista a nivel de classe. A variavel pH ainda foi negativamente correlacionada
com o filo Firmicutes, contudo, a correlagdo foi observada apenas a este nivel taxondmico.

A produgdo total de gés foi positivamente correlacionada a ordem Vibrionales, assim
como a uma familia pertencente a esta ordem, Vibrionaceae. A outra correlagdo vista com a
producdo de gas, foi com a familia Streptomycetaceae, membro das actinobactérias. Esta
correlagdo negativa foi a mais significativa de toda a anélise (p<0,01). Esta mesma familia

também apresentou correlagdo negativa (p<0,5) com a variavel emissdo de metano, que foi
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sempre positivamente correlacionada com producdo de gas. A variavel emissdo de metano
apresentou outra correlacdo negativa, com a familia Mycobacteriaceae.

A variavel degradabilidade da matéria organica apresentou varias correlacoes, sendo
todas no nivel taxondmico mais inferior analisado, ou seja, o de familia. As familias
Mycobacteriaceae, Myxococcaceae e Acidaminococcaceae, apresentaram correlagdes
negativas (p<0,1) com esta varidvel, enquanto as familias Streptococcaceae e
Corynebacteriaceae apresentaram correlagcdes positivas, com maior significancia estatistica
(p<0,05).

Tabela 3- Grupos bacterianos que apresentaram correlacdo com as variaveis ambientais
(quimicas), a diferentes niveis taxonémicos, de Filo a Familia. Andlise de
correlacdo (teste de Pearson) realizada no software PAST, sendo demonstrados na
tabela os valores de r, com o sinal de (-) designando correlacdo negativa, e
auséncia de sinal designando correlagéo positiva.

Filo r p Familia R P

pH x Fibrobacteres -0,91 0,08* OMD x Corynebacteriaceae 0,96 0,03**
pH x Actinobacteria 0,92 0,07* OMD x Mycobacteriaceae -0,93 0,08*
pH X Firmicutes -0,95 0,04** OMD x Streptococcaceae 0,94 0,05**
OMD x CH4 0,91 0,08* OMD x Acidaminococcaceae -0,93 0,06*
GP x CH4 0,98 0,02** OMD x Myxococcaceae -0,91 0,06*
Classe r p pH x Fibrobacteraceae -0,92 0,08*
pH x Actinobacteria 0,92 0,07* GP x Streptomycetaceae -0,98 0,01***
pH x Fibrobacteria -0,91 0,08* GP x Vibrionaceae 0,93 0,06*
OMD x CH4 0,91 0,08* CH4 x Streptomycetaceae -0,97 0,03**
GP x CH4 0,97 0,02** CH4 x Mycobacteriaceae -0,96 0,07*
Ordem r p CH4 x OMD 0,91 0,08*
pH x Fibrobacterales -0,91 0,08* CH4 x GP 0,97 0,02**
GP x Vibrionales 0,93 0,06*

CH4 x OMD 0,92 0,08*

CH4 x GP 0,97 0,02*

Legenda: OMD= Degradabilidade da Matéria Organica (g/kg); GP= Producéo de G&s Total (mL/g de Matéria
Seca); CH4= Producdo de Metano (mL/g de Matéria Seca).

*: significativo com p<0,1

**: significativo com p<0,05

***: significativo com p<0,01

Para ilustrar as correlagBes detectadas, foram feitas analises de componentes principais
(PCA) para todos os niveis taxondmicos analisados (Figuras 12, 13 e 14), a fim de facilitar a

visualizagdo de como as variaveis taxondmicas se comportam em relagdo as quimicas. Na
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Figura 12, pode-se ver claramente a correlagdo negativa entre a varidvel pH e os filos
Fibrobacteres e Firmicutes, que se encontram em sentidos diametralmente opostos. Ja o filo
Actinobacteria esta numa posi¢cdo muito préxima a do pH, confirmando a correlacao positiva.
As variaveis emissdes de metano, producdo de gas e degradabilidade também estdo muito

préximas no grafico.
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Figura 12- Andlise de Componentes Principais (PCA), mostrando a disposi¢do das varidveis quimicas (CH4;
OMD; GP; pH ) e variaveis tdxondmicas (UTOs de filos) no software CANOCO 4.5

A correlacdo negativa das fibrobactérias com o pH continua bastante evidente
nos graficos no nivel de classe e de ordem (Figura 13), estando sempre em sentidos opostos.
A classe Actinobacteria apresenta-se no mesmo sentido que a variavel pH, mas no nivel
taxonébmico seguinte ja ndo se observa nenhuma ordem de actinobactérias proxima a tal
variavel. A proximidade entre a ordem Vibrionales e a producdo de gas também demonstra a

correlacdo positiva encontrada entre as duas varidveis abordadas.
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Figura 13- Analise de Componentes Principais (PCA), mostrando a disposi¢do das varidveis quimicas (CH4;
OMD; GP; pH) e variaveis taxondmicas no software CANOCO 4.5. A: UTOs classificadas no nivel
de Classe e B: UTOs classificadas no nivel de Ordem
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No nivel taxonémico de familia, a dificuldade em se observar as correlagcdes
detectadas aumenta, devido a grande quantidade de familias em estudo. Porém, ainda assim,
algumas delas sdo facilmente observaveis, como é o caso da correlagdo negativa entre pH e
Fibrobacteraceae; da correlacdo positiva entre as variaveis quimicas emissao de metano com
degradabilidade e com producdo de gas; da correlacdo positiva entre a variavel
degradabilidade com as familias Corynebacteriaceae e Streptococcaceae; e da correlagao
negativa entre degradabilidade com as familias Mycobacteraceae e Acidaminococcaceae
(Figura 14).
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Figura 14 - Analise de Componentes Principais (PCA), mostrando a disposi¢do das varidveis quimicas no
software CANOCO 4.5 (CH4; OMD; GP; pH) e variaveis taxondmicas (UTOs classificadas no nivel
de Familia)
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4.5 Comparacdo da estrutura da comunidade bacteriana acessada pelos métodos
de sequenciamento rRNA 16S e metagendmica

Ao se comparar a abordagem metagendmica (DNA total) com a baseada no
sequenciamento rRNA 16S, pode-se observar que o nimero de sequéncias ndo-classificadas
foi, proporcionalmente, muito maior na analise de rRNA 16S do que na de DNA total. Em
geral, por volta de 30% das sequéncias bacterianas ndo tiveram classificacdo no nivel
taxonémico de filo (ou téxons inferiores) na abordagem de PCR, contra apenas 5% na
metagendmica (figura 16).

Dos filos encontrados nos dois sequenciamentos, apenas Actinobacteria e
Fibrobacteres ndo apresentaram diferencas significativas entre as duas abordagens. Os filos
Bacteroidetes e Spirochaetes foram encontrados em maior abundancia na analise
metagendmica, enquanto os filos Firmicutes e Proteobacteria foram significativamente mais
abundantes na analise de rRNA 16S.

A predominancia dos géneros bacterianos de acordo com a abordagem também seguiu,
logicamente, 0 mesmo padrdo que o de filo. Sendo assim, varios dos géneros componentes do
filo Bacteroidetes (Bacteroides, Parabacteroides, Porphiromonas, Barnesiella, Alistipes,
Pedobacter, Paraprevotella, Sphingobacterium) foram significativamente mais abundantes na
abordagem metagendmica, com excecdo da Prevotella, o género claramente mais abundante
em ambos 0s sequenciamentos, que ndo apresentou diferencas significativas entre as duas
abordagens. A maioria das sequéncias com diferencas significativas ao nivel de género no filo
Firmicutes (Butyrivibrio, Selenomonas) apresentaram maior abundancia no sequenciamento
rRNA 16S, enquanto outros géneros, como Ruminococcus e Pseudobutyrivibrio, assim como
a maioria dos géneros deste filo, ndo apresentaram diferencas significativas entre as duas
metodologias.

Os Unicos géneros do filo Proteobacteria que apresentaram diferencas significativas
entre as abordagens foram Succinivibrio e Desulfohalobium, que tiveram uma proporcao de
sequéncias maior no sequenciamento rRNA 16S, em relacdo & metagendémica. Ainda neste
filo, varios outros géneros, com uma quantidade inferior a 1% das sequéncias, ndo
apresentaram diferencas significativas entre os dois tipos de analise (Figura 15).

Assim como o filo Actinobacteria, os géneros que compdem este filo também nao
apresentaram diferencas significativas entre as abordagens, com a exclusiva exce¢do de

Microbacterium, mais abundante na analise metagenémica.
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Figura 15 - Principais géneros bacterianos encontrados nos sequenciamentos, comparados por proporgées
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4.6 Genes lignoceluloliticos identificados no microbioma do rimen

As analises de metagendmica funcional foram feitas utilizando dois bancos de dados
diferentes. Uma delas foi feita no proprio servidor MG-RAST, onde também foram realizadas
as anélises de classificacdo taxondmica. Neste servidor, foi utilizado o banco de dados de
proteina Subsystems. Paralelamente, foi realizada uma anélise tendo como alvo especifico a
identificacdo de celulases. Para a busca de sequencias de celulases foram montados contigs a
partir dos 2.254.551 reads obtidos por sequenciamento shotgun. Os contigs com tamanho
superior a 500 pb foram utilizados no Blastx contra o banco de dados do Swissprot. As
sequencias de celulases foram selecionadas e estdo apresentadas na Tabela 4.

Os resultados destas analises revelaram varias sequéncias codificadoras de enzimas
relacionadas a degradacdo da ligno-celulose. Algumas das enzimas ja sdo conhecidas,
enquanto outras sdo desconhecidas, ao que se atribuiu os termos “provavel”, “putativa”,
“hipotética” ou “predita”.

A Tabela 4 lista celulases encontradas na analise que utilizou o banco de dados
Swissprot, i.e. relacionadas exclusivamente a desconstrucdo da celulose, o alvo maior do
estudo, no caso, endoglucanases e beta-glicosidases. Ndo foram encontradas sequéncias
relativas as exoglucanases.

Esta andlise detectou trés hits diferentes para endoglucanases e cinco hits diferentes
para beta-glicosidases, além de varias outras enzimas relacionadas a quebra de outras fraces

da biomassa vegetal, como xilanases (hemicelulose) e amilases (amido).

Tabela 4 - Celulases identificadas na metagendmica considerando o Blastx no banco de dados
do Swissprot utilizando contigs maiores de 500 pb

Enzima Té-?;ise()) Descricao Familia CAZy
Endoglucanase (3.2.1.4) P22534 Endo-1,4-beta-glucanase A GH9, GH48
Endoglucanase (3.2.1.4) P15704 Endo-1,4-beta-glucanase GH5
Endoglucanase (3.2.1.4) Q5NATO Endo-1,4-beta glucanase 2 GH9, CBM49

beta-glucosidase (3.2.1.21) A1DCV5 Beta-D-glucoside glucohydrolase L -
beta-glucosidase (3.2.1.21) P16084 Beta-D-glucoside glucohydrolase GH3
beta-glucosidase (3.2.1.21) Q2UMV7 Probable glucan 1,3-beta-glucosidase D -
beta-glucosidase (3.2.1.21) P27034 Beta-D-glucoside glucohydrolase GH3

beta-glucosidase (3.2.1.21) Q2UTX5 Beta-D-glucoside glucohydrolase E
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J& a andlise funcional no servidor MG-RAST detectou outras enzimas, relativas a
degradacdo de celulose e lignina. Assim como na analise anterior, esta analise também
encontrou enzimas ja conhecidas e outras ainda desconhecidas, classificadas como putativas.
Os graficos da Figura 17 demonstram algumas das enzimas encontradas nesta analise.

Sobre as enzimas relacionadas a quebra de celulose, foram encontrados 33 reads
classificados como beta-glicosidases, 1.126 reads de glicosil hidrolases familia 13 (Figura
17A); 763 reads de glicosil hidrolases putativas de funcbes desconhecidas (Figura 17B); 13
reads de glicosil hidrolases familia 43 hipotéticas (figura 17C); e 135 reads de glicosil
hidrolases preditas (ndo representado).

Em se tratando de degradacdo da lignina, foram encontrados 90 reads de multi-cobre
oxidase, enzima relacionada a quebra de compostos fendlicos, e assim associada a atividade

lignolitica (Figura 17D).
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Figura 17- Funcdes relacionadas a degradacédo de celulose e lignina. Dados extraidos do MG-RAST (Krona
Graph), com anota¢do no banco de dados de proteinas Subsystems. A: beta-glicosidase e glicosil
hidrolase encontradas dentro do sub-grupo “Di and Oligosaccharides”; B: glicosil hidrolase
putativa encontrada dentro do sub-grupo “Miscellaneous”; C: Hipotética glicosil hidrolase
encontrada dentro do sub-grupo “L-Arabinose utilization”; D: multi-cobre oxidase encontrada
dentro do sub-grupo “Copper homeostasis”
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5 DISCUSSAO

5.1 Eficiéncia dos sequenciamentos e inferéncias ecologicas preliminares

Tanto o sequenciamento do DNA total, também conhecido como ‘“‘shotgun
metagenomics”, quanto o sequenciamento da regido hipervaridvel V6 do gene rRNA 168,
produziram quantidades satisfatorias de reads. Ambos os chips 316 utilizados tiveram
eficiéncias de sequenciamentos dentro ou até maiores do que o esperado para este tipo de
analise.

Whiteley et al. (2012), realizaram sequenciamento metagendmico (shotgun e rRNA
16S) com o PGM lon Torrent, utilizando tanto o chip 314, quanto o 316 para acessar a
comunidade microbiana em digestores anaerobicos de dejetos suinos. Eles obtiveram uma
guantidade de mais de 650.000 reads na saida bruta do chip 314 e por volta de 2,5 milhGes de
sequéncias com o chip 316. Apds os filtros de qualidade, o nimero de reads foi reduzido para
350.000 com o chip 314 e 1,2 milh&o para o chip 316.

O estudo presente, utilizando o chip 316, gerou uma quantidade bruta de reads
préxima ao mencionado acima para o sequenciamento do DNA total (2,25 milhdes de
sequéncias) e um pouco menos para 0 sequenciamento dos amplicons (quasel milhdo de
sequéncias) (Tabela 2). Entretanto, apds os filtros de qualidade, na metagenémica (DNA
total), a quantidade final de reads supera ao observado no estudo de Whiteley et al. (2012)
(1,4 milhdo vs. 1,2 milhdo), indicando que além de uma alta quantidade de sequéncias, a
qualidade do sequenciamento também foi elevada.

Outro trabalho utilizando 0 PGM lon Torrent, para estudar mudangas na comunidade
bacteriana em placas subgingivais de pacientes submetidos a diferentes tratamentos
(JUNEMANN et al., 2012) também gerou uma quantidade alta de sequéncias com o chip 314.
Neste trabalho ndo foi feito sequenciamento do DNA total, apenas de rRNA 16S. Utilizaram
um chip 314 para cada amostra a ser sequenciada, e obtiveram uma quantidade muito préxima
(~600.000 reads por amostra) ao encontrado no sequenciamento deste trabalho, que utilizou o
chip 316 (~1 milh&o de reads). Contudo, os reads de rRNA 16S exibidos na Tabela 2, reflete
apenas metade do total de sequéncias produzidas, visto que foi utilizada apenas a metade do
chip, pois a outra metade da capacidade do chip foi compartilhada para o sequenciamento de
um outro experimento. Portanto, em relag@o aos outros estudos utilizando o PGM lon Torrent,
0s sequenciamentos deste estudo se mostraram altamente produtivos e acurados.

Ja outros estudos, utilizando diferentes abordagens, como a do pirossequenciamento,

ndo conseguem gerar uma quantidade em iguais proporgdes as dessas andlises, por limitagdes
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da técnica, que ndo possui a mesma capacidade de geracdo de reads que o lon Torrent. Brulc
et al. (2009), estudando metagenémica do rumen de bovinos, gerou uma quantidade muito
alta de sequéncias com o pirossequenciamento 454 (~1 milhdo de sequéncias em uma
corrida). Ainda assim, tal sequenciamento gerou apenas a metade da quantidade do
sequenciamento que produziu menos reads deste trabalho, como j& especificado, o do rRNA
16S (quase 1 milhdo de sequéncias em metade de um chip 316). E importante notar que no
estudo de Brulc et al. (2009) ele gerou fragmentos com comprimento médio de 100 pb,
tamanho similar ao obtido em nosso experimento usando a abordagem metagenémica (Tabela
2).

Em outro estudo com rumen de bezerros, também foram usadas duas metodologias de
sequenciamento, da mesma forma que o abordado aqui. Sequenciaram tanto uma regido alvo
do gene rRNA 16S, quanto o DNA total (metagendmica), porém, com a abordagem de
pirossequenciamento Roche/454 FLX (LI et al.,, 2012). Tanto a metagendmica, quanto o
sequenciamento rRNA 16S, produziram quantidades de reads bem inferiores ao atingido
neste estudo.

De forma semelhante, Steven et al. (2012) utilizaram as mesmas abordagens, mas
com o proposito de verificar alteracfes na comunidade microbiana de dois diferentes solos
estudados, e também obteve quantidades de sequéncias muito préximas ao ultimo trabalho
mencionado (LI et al., 2012).

Porém, além do nimero de sequéncias € importante se levar em conta a qualidade das
mesmas. Para tanto, compara¢cdes com alguns estudos também puderam ser feitas, ja que
graficos de qualidade das bases nos reads produzidos nos sequenciamentos foram construidos
na plataforma Galaxy.

Whiteley et al. (2012), conseguiram um score de qualidade de mais ou menos 20, para
a regido V6, com a quimica de sequenciamento de 100 pb. Este estudo, que utilizou
exatamente 0s mesmos critérios (regido V6 e quimica de 100 pb), obteve um score de
qualidade de ~28, muito superior ao estudo sob comparacédo. A abordagem de metagendmica,
onde também foi utilizada a quimica de 100 pb, mostrou um score de qualidade muito
semelhante, de ~27 (Figura 7). Até mesmo o melhor score de qualidade conseguido no
trabalho de Whiteley et al. (2012) ndo supera os valores de score aqui encontrados (regido V3,
quimica 200), o que demonstra a alta qualidade dos sequenciamentos deste trabalho.

Para reforcar ainda mais a qualidade aqui atingida, mesmo se comparando com um

estudo de pirossequenciamento 454, onde teoricamente a qualidade das sequéncias € maior do
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que na da metodologia lon Torrent, os scores de qualidade dos reads aqui alcangados ainda se
mostraram mais elevados (BRULC et al., 2009).

Saindo da discussdo sobre a qualidade metodoldgica e experimental, e falando a
respeito da qualidade relativa ao estudo de ecologia microbiana, o sequenciamento também
mostrou uma alta robustez, como poder ser visto na Figura 9. O gréafico das curvas de
rarefacdo incluiu as amostras dos quatro animais da analise de rRNA 16S. Como a
metagendmica foi contemplada com uma mistura das amostras de DNA de todos os animais,
ela ndo foi incluida no grafico das curvas de rarefacao.

Assim como salientado nos resultados, as curvas de rarefacdo mostraram boa
cobertura das espécies que compdem o ambiente do rimen dos ovinos. A Unica amostra que
poderia ter uma cobertura melhor, pois mostrou riqueza de espécies e diversidade mais baixas
em relacdo as outras, foi a do animal 1. As curvas mostram diferencas na estrutura da
comunidade bacteriana entre os diferentes animais, com valores de riqueza e indices de
diversidade distintos, ainda que préximos. Em um estudo onde o pirossequenciamento de
amplicons foi usado para caracterizar a comunidade bacteriana do rimen de dezesseis vacas
em lactacdo, uma perceptivel diferenca entre os animais avaliados também foi observada.
(JAMI e MIZRAHI, 2012). As curvas de rarefagdo mostraram que foram necessarios dez
animais para saturar o nimero de OTU’s presentes em suas amostras de ramen bovino (JAMI
& MIZRAHI, 2012).

O fato de o animal 4 ter apresentado a maior diversidade e menor rigueza, sugere a
presenca de menos espécies raras, possuindo maior regularidade na abundancia das espécies
que contém. Seguindo o mesmo raciocinio, a amostra do animal 3, que tem a maior riqueza,
apresentou um baixo valor de diversidade, se comparado as demais, 0 que reitera o fato de
gue as espécies adicionais que promovem uma maior riqueza no ramen deste animal, sdo
espécies raras e com pouca abundéncia e regularidade. Como no algoritmo do indice de
diversidade de Shannon é levada em consideracdo ndo s6 a contagem de espécies (riqueza),
mas a regularidade de todas as espécies contadas (LEMOS et al., 2011), entdo os valores de
baixa diversidade nas amostras com alta riqueza s6 podem ser explicados por uma maior

guantidade de espécies raras na amostra de maior riqueza, sendo a reciproca verdadeira.



64

5.2 Composi¢do da comunidade bacteriana no microbioma do riumen

Como observado na Figura 9, que apresenta os principais filos bacterianos entre todas
as amostras de rRNA 16S e a amostra metagendmica, foi possivel perceber a dominancia do
filo Bacteroidetes, seguido, em geral, pelos filos Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria,
além da presenca de outros filos com baixa quantidade de sequéncias.

Alguns estudos foram e estdo sendo realizados a respeito da ecologia microbiana no
rumen e composicao taxondmica nos mais variados ruminantes. Apesar de algumas diferencas
entre os diversos ruminantes e entre os tratamentos aplicados aos animais em cada estudo, em
geral, a classificagdo dos principais grupos microbianos aqui encontrados sdo compartilhados
pela grande parte dos ruminantes que foram estudados até o0 momento.

A maioria dos estudos utiliza os bovinos (LEE et al., 2012; Ll et al., 2012; BRULC et
al., 2009; JAMI e MIRAZHI, 2012), por serem 0s mais populares ruminantes, e talvez de
maior importancia econdmica. Porém, outros ruminantes também sdo alvos deste tipo de
estudo, como os caprinos (LEE et al., 2012), os ovinos aqui estudados, ou até mesmo bufalos
(SINGH et al., 2012) e renas (POPE et al., 2012).

Um estudo conduzido na Coréia com duas ragas de bovinos (Hanwoo e Holstein
Friesian) e uma raga de caprino nativo da Coréia utilizou o pirossequenciamento 454 FLX
para analisar a variacdo taxondmica entre os diferentes animais (LEE et al., 2012). As anélises
estatisticas mostraram que houve diferenca entre a estrutura da comunidade bacteriana,
principalmente dos caprinos em relacdo aos bovinos. Porém, todos os animais apresentaram
uma dominancia de Bacteroidetes, seguida de Firmicutes, assim como aqui visto.

Entretanto, ha uma nitida diferenca entre os filos menos abundantes, que estdo sempre
presentes. No ramen dos caprinos, houve menor presenca de Fibrobacteres e maior presenca
de Proteobacteria e Actinobacteria em relacdo aos bovinos. Esta caracteristica também pode
ser observada nos ovinos aqui estudados, o que sugere uma maior proximidade entre a
composicao taxondmica no rimen de caprinos e ovinos, do que com a do ramen de bovinos.

Outro trabalho, que acessou o ramen de renas Svalbard, nativas de Bjgrndalen, na
Noruega, através de sequenciamento metagenémico de bibliotecas de clones, demonstrou
outra vez a dominéncia na abundancia bacteriana exercida pelo filo Bacteroidetes, e
secundariamente pelo filo Firmicutes (POPE et al., 2012). Apesar de se tratar de um
ruminante bem diferente dos convencionalmente estudados, estes grupos também foram os

mais abundantes neste animal. Também foi detectada a presenga de Actinobacteria e
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Proteobacteria, mesmo que em quantidades significativamente mais baixas (POPE et al.,
2012).

Li et al. (2012) acessaram o microbioma ruminal, através do pirossequenciamento 454
FLX, de bezerros Holstein submetidos a uma mesma dieta, em duas épocas amostrais, aos 14
e aos 42 dias de vida. Neste ponto, este trabalho possui uma grande semelhanca com o aqui
apresentado, pois todos os animais receberam a mesma dieta base. A dieta fornecida aos
animais substituiu o leite materno. Assim como aqui visto, 0s animais quase ndo tiveram
variacdes na composicdo taxondémica, mesmo que em idades diferentes. O que mais variou foi
a abundancia entre os grupos, mas sempre foi observada a sequéncia decrescente de maior
abundéancia dos filos Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria (LI et al., 2012).

O trabalho de metagendmica de Brulc et al. (2009) também utilizou apenas uma dieta,
e avaliou-se 0 comportamento da composicdo bacteriana em 3 animais, através de duas
técnicas diferentes. A primeira abordagem foi similar a utilizada aqui, i.e. sequenciamento do
DNA total (shotgun), embora tenha utilizado a técnica de pirossequenciamento. A segunda foi
a metagenémica através da clonagem e sequenciamento das bibliotecas. Através das duas
técnicas, resultados muito semelhantes foram encontrados. Porém, desta vez, o filo mais
abundante ndo foi Bacteroidetes, mas sim Firmicutes, a ordem se inverteu. Proteobacteria foi
o terceiro filo mais abundante em todos os animais, com exce¢do de um deles, que se
comportou como outlier, resultando numa dominancia de Proteobacteria fora do comum.

Fazendo uma comparacdo com um Ultimo estudo acerca deste tema (JAMI &
MIRAZHI, 2012), onde o microbioma de bovinos da raca Holstein Friesian israelita foi
amostrado e sequenciado, pode-se perceber uma semelhanca ainda maior com os resultados
aqui encontrados. Neste estudo, executado através do pirossequenciamento 454, os animais
foram submetidos a mesma dieta e mostraram 0s quatro principais filos mais abundantes
exatamente na mesma ordem que os ovinos utilizados neste trabalho. Porém, o mais
interessante a ser ressaltado deste trabalho, ¢ que os animais apresentaram um “core”
microbiano em seus rimens, com 0s principais grupos variando em abundancia, mas estando
sempre presentes.

Da mesma forma, aqui pode ser observado um core microbiano, sempre
compartilhado pelos animais, onde os grupos variam apenas as suas abundancias (Figura 10).
No core microbiano dos ovinos estudados, podemos destacar a presenca sistematica dos
géneros Prevotella, Butyrivibrio, Selenomonas, Succinivibrio, Bacteroides, Ruminobacter,

Corynebacterium, Parabacteroides, Porphyromonas, Fibrobacter, Ruminococcus e outros.
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O género mais abundante em todos 0s animais, nas duas abordagens, e em VAarios
outros estudos, é quase sempre Prevotella, talvez devendo este ser considerado o género mais
associado a microbiologia ruminal. Existem varios trabalhos que encontraram o género
Prevotella como o mais abundante do microbioma do rimen em diferentes ruminantes
(CALLAWAY et al., 2010; LI et al., 2012; PITTA et al., 2010; LEE et al.,, 2012,
STEVENSEN e WEIMER, 2007).

Outros menos abundantes, mas de suma importancia pelo fato de terem sido
identificados no core do microbioma dos ovinos, sdo os géneros Ruminococcus (SUEN et al.,
2011) e Fibrobacter (JONES et al., 2012), pois sdo os mais conhecidos quando se trata de
bactérias celuloliticas do rdmen. A evidéncia da participacdo destes géneros no core
microbiano, fortalece a possibilidade de serem encontradas enzimas eficientes na degradacédo
da biomassa recalcitrante neste ambiente.

Como sugerido por Jami & Mirashi (2012), ou até mesmo pelas pesquisas do
microbioma humano (TURNBAUGH et al., 2007), a existéncia de um microbioma core é
quase incontestavel. Os micro-organismos deste core sdo sempre presentes, porque O
hospedeiro € dependente de suas atividades. Assim, mesmo com a ocorréncia de grande
redundancia funcional, como no ambiente do rumen ou do intestino humano, alguns filos,
familias, géneros e possivelmente espécies, serdo sempre observados na comunidade
microbiana do hospedeiro. No caso do rdmen, em todos os trabalhos aqui citados,
independente de qual ruminante seja, sempre foram observados os filos Bacteroidetes e
Firmicutes. Estas observacdes mostram que o core microbiano do rumen tem, pelo menos,

esses dois filos como componentes basicos.

5.3 Interpretacdes ecoldgicas baseadas nas correlacbes entre a estrutura

taxonémica da comunidade bacteriana (rRNA 16S) e as variaveis quimicas

Baseado nas correlagbes observadas entre a estrutura da comunidade bacteriana,
descrita pelo sequenciamento rRNA 16S, e as variaveis quimicas mensuradas, pode-se inferir
sobre os nichos que algumas bactérias provavelmente ocupam no ambiente do rumen.
Algumas correlagdes sdo claramente explicadas pela bibliografia, enquanto outras tém poucas
ou até mesmo nenhuma evidéncia na literatura que suporte os resultados obtidos na analise de
correlacdo, exibidos na Tabela 3.

Comecando pelo nivel taxonémico mais alto, isto é, o de filo, foi encontrada a
correlacdo negativa entre a variavel pH e o filo Fibrobacteres. Como descrito nos resultados,

esta correlacdo é vista em todos 0s outros niveis taxondmicos, até o nivel mais baixo
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analisado, ou seja, o da familia Fibrobacteraceae. Fazendo um filtro na plataforma MG-
RAST, foi observado que todos os reads encontrados nesta familia sdo do género
Fibrobacter. A espécie Fibrobacter succinogenes € conhecida por sua alta atividade
celulolitica (JONES et al., 2012), sendo de grande importancia o entendimento das condicdes
ideais para o seu crescimento, e 0 pH é uma delas.

Em um estudo in vitro que utilizou bactérias da espécie Fibrobacter succinogenes para
a degradacdo de milho, foi observado um pH 6timo de 6,0 para a hidrélise do substrato em
questdo (MUTALIK et al., 2012). No presente estudo, a faixa de variacdo de pH foi de ~6,4 a
~6,63 (figura 10C), e o substrato utilizado também foi a base de milho. Desta forma, a
atividade e o crescimento da F. succinogenes para degradar o substrato estariam mais
relacionados ao menor valor de pH medido no presente estudo, e, portanto, este grupo
microbiano apresentaria correlacdo negativa com a variavel pH.

Outro estudo, utilizando a mesma espécie mencionada, avaliou a influéncia do pH
sobre a taxa de crescimento destas bactérias, dentre outras analises (CHOW & RUSSEL,
1993). Os autores concluiram que um decréscimo de pH de 7,0 para 5,0 resulta na diminuicéo
da taxa de crescimento da F. succinogenes. Todavia, verificou-se que da faixa 7,0 até 6,5 ha
um leve aumento na taxa de crescimento destas bactérias (CHOW & RUSSEL, 1993),
concordando com a correlagdo aqui mostrada. Para as outras correlaces detectadas para a
variavel pH, ndo foram encontradas evidéncias que as suportem na literatura.

No nivel de ordem, além da ja comentada correlacdo da variavel pH com
Fibrobacterales, outra correlacdo foi encontrada. A ordem Vibrionales foi positivamente
correlacionada com a variavel producdo total de gas (GP). A mesma correlacdo foi vista para
a familia Vibrionaceae, neste outro nivel taxonémico. Um filtro no MG-RAST mostrou que
todas as sequéncias correspondentes a esta ordem (e, portanto, também a respectiva familia)
foram classificadas dentro do género Vibrio. Sabe-se que as bactérias deste género sdo
anaerobicas facultativas. Na presenca de O,, utilizam esta molécula como receptora final de
elétrons, e, na auséncia dele, realizam fermentacao etilica (BAUMANN et al., 1994). Ambas
as atividades sdo responsaveis pela producdo de CO,, e, portanto, pela maior produgéo de gés.
Eis uma possivel explicagdo para a correlacdo encontrada entre esses grupos bacterianos e a
variavel GP. A maior presencga destas bactérias, tanto num meio com auséncia total, como
num meio com baixa concentracdo de O, pode resultar numa maior producédo de CO..

A maior parte das correlagbes foi vista no nivel de familia, principalmente porque
guanto mais baixo o nivel taxondbmico, maior a quantidade de subdivisbes encontradas,

aumentando a probabilidade de se encontrarem correlagfes. Além das ja mencionadas, mais
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algumas foram localizadas. A correlacdo positiva observada entre a familia
Corynebacteriaceae e a variavel degradabilidade da matéria organica (OMD) pode ser
explicada pela atividade celulolitica de algumas bactérias desta familia (SAKTHIVEL et al.,
2010; BEGUIN, 1990). Como a celulose é o composto mais abundante da parede celular
vegetal (COSGROVE, 2005), uma maior atividade celulolitica promove um incremento na
degradabilidade da matéria orgénica total (OMD). Uma grande proporcdo de
Corynebacterium foi encontrada no rimen de bovinos (LENG et al., 2011), o0 mesmo género
que o presente estudo encontrou como representante da familia citada. Pouca atencéo tem sido
dada a esse grupo microbiano, mas tais constatac6es revelam que pode se tratar de um grupo
importante na degradacao da fibra.

Outra correlacdo vista, para a variavel degradabilidade da matéria organica, foi com a
familia Mycobacteriaceae, porém, desta vez, a correlacdo foi negativa. Esta mesma familia
ainda mostrou correlacdo negativa com a variavel emissdo de metano (CHg). As
mycobactérias sdo conhecidas por serem patogenas, tanto de humanos (COMAS et al., 2010),
quanto de outros mamiferos, inclusive de ruminantes como os ovinos (MCGREGOR et al.,
2012; STEVENSON et al.,, 2009). Uma possivel explicacdo para as duas correlacGes
negativas encontradas, € que uma maior presenca de micobactérias infectantes no animal
provoca alteragdes em todo o sistema, reduzindo a atividade microbiana. Isto resulta em uma
diminuicdo da degradacdo do substrato e, consequentemente, da producdo de gases, como o
CHa,.

Algumas espécies do género Streptococcus que habitam o ramen possuem atividade
amilolitica, ou seja, produzem enzimas que degradam o amido (NARITA et al., 2004;
CLARK et al., 1991; FREER et al., 1993; WHITFORD et al., 2001). Isto explica a correlagédo
encontrada entre a variavel OMD e a familia Streptococcaceae, ja que a matéria organica da
dieta dos animais era basicamente composta de grdos de milho, alimento rico em amido, e a
maior parte das sequéncias da familia Streptococcaceae pertenceu ao género Streptococcus.

Ainda apresentaram correlacfes negativas com a varidvel OMD, as familias
Acidaminococcaceae e Myxococcaceae. Ndo foram encontrados trabalhos na literatura que
suportem a primeira correlagdo. J& para a segunda, algumas suposi¢des podem ser levantadas.
A OMD pode ter sido negativamente correlacionada com esta familia porque as
myxobactérias sdo conhecidas pela predacdo de outras bactérias (MARTIN, 2002;
REICHENBACH, 1999; SINGH, 1947). Como a maioria absoluta dos micro-organismos que
habitam o rimen est4 relacionada & degradacdo da matéria organica, uma maior presenca de

myxobactérias pode causar uma diminuicdo desta atividade. Apesar de sempre ser atribuida a
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classificacdo de aerdbicas para as myxobactérias, algumas delas sdo anaerdbicas facultativas
(SANFORD et al., 2002), fato que permite a sua existéncia no ambiente do rimen.

Todas as sequéncias classificadas na familia Streptomycetaceae foram também
classificadas no género Streptomyces. Algumas espécies desse género sdo capazes de produzir
iondforos, principalmente monensinas. Essa substancia atua como bacteriocina e inibe as
bactérias acetogénicas. Com essa atividade inibitéria, a producdo de butirato aumenta,
enquanto a producdo de acetato diminui no ramen. Indiretamente, as archaeas metanogénicas
sdo afetadas pela diminui¢cdo no suprimento de acetato, que € um dos compostos que elas
oxidam com a consequente reducdo do CO, a CH4; (HOOK et al., 2010; RUSSELL &
STROBEL, 1989; BERGEN e BATES, 1984). Assim, a quantidade de CH,4 e producdo de gas
total diminuem ao se aumentar a quantidade de Streptomyces. Desta forma, as correlagdes
encontradas entre a familia Streptomycetaceae e as variaveis CH4 e GP sdo explicadas.

Embora muita atencdo seja dada aos grupos bacterianos mais abundantes, ou de
atividades mais conhecidas, este estudo mostrou que grupos de menor abundancia também
podem estar relacionados a importantes funcdes no ecossistema do radmen. A complexidade
deste ambiente mostra que ainda ha muito a se descobrir e estudar a respeito da ecologia no
ramen, tanto sobre as inter-relagdes entre as espécies microbianas, quanto sobre as fungdes

que cada grupo microbiano executa.

5.4 Comparacdo da diversidade microbiana acessada pelo sequenciamento do

rRNA 16S e por metagendmica

As duas abordagens aqui utilizadas apresentaram vantagens e desvantagens, e a dupla
observagao garantiu um maior suporte para as conclusdes obtidas no estudo. Com o objetivo
de exploracdo do trabalho e de buscar um melhor entendimento sobre as caracteristicas das
metodologias utilizadas, discutimos as provaveis explicagdes sobre as divergéncias nos
resultados que naturalmente as duas técnicas apresentaram, como também pode ser visto em
outros estudos.

Primeiramente, observa-se que houve um ndmero maior de sequéncias anotadas na
abordagem de PCR do que na de sequenciamento do DNA na integra. Apesar de o
sequenciamento metagenémico ter gerado um ndmero maior de sequéncias, € necessario
lembrar que a maior parte das sequéncias geradas ndo era relativa ao RNA ribossomal, mas
sim a todo o DNA cromossémico. Como o banco de dados utilizado para a classificacdo
taxonémica (RDP) foi o da sub-unidade do RNA ribossdmico 16S, muitas sequéncias foram

“perdidas” na anota¢do. Por outro lado, o sequenciamento rRNA 16S, por meio da
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amplificacdo de PCR, sé gera sequéncias relativas a essa regido, o que explica a maior
anotacdo por meio desta metodologia. Apesar de a Ultima abordagem mencionada ter tal
vantagem, possui a desvantagem de nao poder explorar o lado funcional do metagenoma,
enquanto a metagendmica shotgun é capaz (PETROSINO et al., 2009).

Embora tenha anotado um menor ndmero de sequéncias, 0 sequenciamento
metagendmico resultou num ndmero de reads ndo classificados proporcionalmente muito
menor do que o rRNA 16S. A explicacdo para isto talvez resida no fato de um fragmento de
menor tamanho ter sido gerado pelo sequenciamento rRNA 16S, de em média 60 pb, relativas
a pequena regido hipervaridvel V6 (SOGIN et al., 2006; CHAKRAVORTY et al., 2008). O
sequenciamento do DNA total gerou reads de em média 99 pb, garantindo mais nucleotideos
a serem comparados com o banco de dados, de forma que mais sequéncias foram entdo
classificadas (SAITOU & NEI, 1987). Whiteley et al. (2012) utilizou tanto a abordagem de
sequenciamento rRNA 16S, tendo como alvo a regido V6 (mais curta) e V3 (mais longa),
quanto a da metagendmica, ambas com o lon Torrent, e observou 0 mesmo que 0 Vvisto aqui.
O sequenciamento da regido V6 gerou 0 maior numero de sequéncias nao classificadas, tanto
quando comparado com a regido V3, quanto com a metagendmica.

Outra diferenca registrada entre os resultados das duas metodologias foi o maior
namero de filos, e, consequentemente, de todos os outros taxons seguintes, na abordagem
metagendmica. Ha uma controvérsia a respeito deste tema. Alguns autores mostram
resultados e defendem a ideia de que o sequenciamento de regiGes hipervariaveis do gene
rRNA 16S ddo uma maior cobertura taxondmica, sendo uma estratégia mais eficiente para
explorar a biodiversidade microbiana rara (SOGIN et al., 2006; STEVEN et al., 2012; SHAH
et al., 2010). Os argumentos se pautam principalmente na geracdo de sequéncias
exclusivamente para classificacdo taxonémica por esta metodologia (rRNA 16S), enquanto o
sequenciamento inteiro do DNA acaba gerando uma quantidade muito grande de sequéncias
de DNA ndo ribossomal, e desta forma subestima as espécies raras da amostra.

Por outro lado, alguns autores defendem o oposto. Argumentam que a reacdo de PCR
discrimina 0s grupos menos abundantes da amostra. Isto decorre do fato de que a PCR
funciona como uma progressao geométrica, fazendo com que as espécies em maior
abundancia no inicio da reagdo sejam superestimadas, enquanto as de menor abundancia
sofram o inverso. Alem disso, devido a anelamentos seletivos dos primers, os diferentes
grupos microbianos sdo amplificados em diferentes proporgdes, modificando a real
abundancia inicial de cada grupo. Para completar o problema dos primers, as espécies com

sequéncias menos conservadas acabam sendo negligenciadas, podendo inclusive ndo ser
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detectadas devido a esta limitagdo, e assim a biodiversidade rara é subestimada por esta
metodologia (PETROSINO et al., 2009; LIESACK et al., 1997). A segunda argumentacdo é a
que concorda com o encontrado neste estudo, e talvez seja a que realmente faca mais sentido.

Salvo engano, nenhum estudo encontrado na literatura seguiu exatamente a mesma
estratégia adotada aqui, 0 mais proximo entre eles, foi o de Brulc et al. (2009), que compara 0
sequenciamento baseado em clonagem do gene rRNA 16S e a metagendmica atraves de
pirossequenciamento 454 do rumen de bovinos. No referido trabalho, foram encontradas
algumas semelhancas com o presente estudo. Apesar de o filo mais abundante ter sido
Firmicutes e o segundo Bacteroidetes, o inverso do encontrado aqui, se observa a mesma
diferenca dentro de cada filo, ao se comparar as duas abordagens.

Nos dois trabalhos podemos constatar que Bacteroidetes teve maior proporcao de
sequéncias na metagenémica, enquanto Firmicutes teve maior propor¢do no sequenciamento
do gene rRNA 16S. No entanto, o filo Proteobacteria mostra um resultado contrastante entre
os dois estudos. No trabalho de Brulc et al. (2009), ha uma maior proporcéo de sequéncias
deste filo na abordagem metagen6mica, enquanto no presente trabalho hd uma maior
proporcao no sequenciamento rRNA 16S.

Dentre os outros filos que apareceram com diferencas significativas entre as
abordagens, o que mais chama atencdo é Cyanobacteria, filo que foi encontrado apenas
através da metagendmica. Ele também foi encontrado em outros estudos de rdmen, mas
nenhum outro trabalho discutiu a razdo deste filo ter sido detectado neste ambiente
(PERUMBAKKAM et al., 2011; JAMI & MIZRAHI, 2012; BRULC et al., 2009). Os Unicos
dois motivos que podem ser atribuidos a deteccdo de um filo bacteriano fotossintetizante em
um ambiente totalmente sem luz, como o rimen, sdo:

1) Possiveis contaminacfes, que tanto podem ter ocorrido na amostragem, quanto na
ingestdo dos alimentos pelos animais; ou 2) devido ao reduzido tamanho dos fragmentos
utilizados para amplificacdo de regides especificas do gene rRNA 16S, que pode ter gerado
classificacOes erradas pelo banco de dados. Este engano pode ter classificado os cloroplastos
das células vegetais, provenientes das dietas dos animais, como cianobactérias, ja que ha uma
proximidade muito grande entre 0 RNA ribossomal destas bactérias com a referida organela,

por compartilharem o mesmo ancestral comum do filo Cyanobacteria (FALCON et al., 2010).



72

55 O ramen de ovinos como fonte de descoberta de genes relacionados a
degradacéao da fibra vegetal

Levando em consideracdo os genes codificadores de enzimas relacionados a
degradacéo de celulose encontrados na busca com os dois bancos de dados utilizados (Tabela
4 e Figura 16), foram encontradas enzimas conhecidas das familias GH3, GH5, GH9, GH13,
GH43, GH48 (Glycoside Hydrolases) e CBM 49 (Carbohydrate Binding Module), alem das
putativas, preditas ou hipotéticas, cuja classificacdo ao certo ainda é desconhecida.

Wang et al. (2009), analisando bibliotecas de amostras de rimen bovino, esterco de
elefante, solo de floresta e arvores apodrecidas, encontrou celulases e beta-glicosidases das
familias GH3, GH5 e GH9, todas também encontradas neste estudo.

Ja Pope et al. (2012), estudando o rumen de renas Svalbard, encontraram celulases e
beta-glicosidases de outras familias aqui ndo vistas, da familia GH44 e GH 1,
respectivamente. O mesmo grupo, dois anos antes (POPE et al., 2010), acessou 0 microbioma
intestinal do pequeno canguru Wallaby e encontrou diferentes glicosil hidrolases neste
animal. Muitas das enzimas aqui vistas também foram encontradas neste herbivoro.

O microbioma do sistema digestivo de cupins, ou térmitas, também foi acessado com a
mesma finalidade (WARNECKE et al., 2007). Neste artropode, foram encontradas todas as
enzimas aqui vistas, com excec¢do das da familia GH 48 e CBM49, em soma a varias outras
aqui ndo encontradas. Este se constitui em uma das fontes mais enriquecidas para a
degradacdo de celulose, j& que o cupim se alimenta, literalmente, de madeira, gracas a
bactérias celuloliticas muito eficientes que vivem em seu trato digestivo. Mesmo assim, as
citadas enzimas aqui detectadas ndo foram vistas no microbioma do térmita.

O comentado trabalho de metagenémica de Brulc et al. (2009), que utilizou amostras
tanto da fracdo liquida, quanto da fibrosa do ramen de bovinos, encontrou diversas enzimas
aqui ndo vistas, além das aqui encontradas. Contudo, também ndo apresentou nenhuma da
familia CBM49 e apenas uma da familia GH48, em um Gnico animal do estudo. As enzimas
destas duas familias ndo foram encontradas em nenhum metagenoma dos estudos aqui
comparados, com excecdo deste Gnico hit no altimo trabalho citado.

A presenca de enzimas celuloliticas de familias ndo detectadas no microbioma de
outros ruminantes, de outros animais e até mesmo de outros ambientes, além da presenca de
enzimas celuloliticas desconhecidas, mostra que o microbioma do rimen de ovinos é uma
fonte promissora para a descoberta de novas enzimas eficientes na degradagdo de fibra.

Logicamente, estudos de metagendmica mais profundos sdo necessarios para uma maior
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cobertura e deteccdo das enzimas componentes deste metagenoma, além de futuros testes de
expressdo heterdloga. Porém, este estudo mostrou que hd uma alta quantidade de enzimas
celuloliticas neste ambiente, e que ha varias enzimas desconhecidas que podem ser de grande

importancia biotecnoldgica.
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6 CONCLUSOES

Apesar de haver uma variagdo na abundancia entre 0s grupos componentes do
microbioma, existe um core microbiano compartilhado por todos os animais estudados. Este
core microbiano do ramen de ovinos é composto basicamente pelos filos Bacteroidetes,
Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria e Fibrobacteres. Em geral, as maiores abundancias
sdo encontradas nos filos citados, respectivamente, em ordem decrescente. Estendendo as
conclusdes para 0 observado em outros trabalhos que investigaram o microbioma do rimen, é
possivel perceber que hd um core microbiano compartilnado entre os diversos tipos de
ruminantes, também dominado pelos filos Bacteroidetes e Firmicutes.

As diversas correlagdes entre as varidveis quimicas e taxonémicas detectadas neste
trabalho ajudaram a compreender a ecologia do sistema estudado, mostrando que mais
atencdo deve ser dada aqueles grupos microbianos menos visados, pois grande parte das
importantes fungdes realizadas no rimen pode estar relacionada as suas atividades.

As metodologias de sequenciamento rRNA 16S e metagend6mica mostraram 0 mesmo
padrdo nos resultados sobre a composicdo bacteriana no microbioma do rimen, embora tenha
existido divergéncias na estrutura da comunidade apresentada pelas duas abordagens. O
sequenciamento dos fragmentos rRNA 16S utilizando uma Unica corrida, i.e. um Unico chip,
para identificar as diferentes amostras através dos tags, resultou em uma maior quantidade de
sequéncias anotadas. A metagenémica permitiu a exploracdo da parte funcional e rendeu um
maior percentual de sequéncias classificadas, além de detectar a biodiversidade microbiana
mais rara. A observacdo dos resultados que as duas técnicas oferecem em comum fortalece as
conclusd@es a respeito do que esta sendo estudado.

O metagenoma do rdmen de ovinos possui diversas enzimas relacionadas a
degradacéo de fibra, tendo sido encontradas tanto enzimas conhecidas, como desconhecidas.
Esta constatacdo comprova a potencialidade deste sistema para a descoberta de enzimas
lignoceluloliticas com possiveis aplicagdes biotecnologicas. Contudo, estudos mais profundos
de metagenbmica sdo necessarios para acessar 0S genes microbianos relacionados a
desconstrucdo da biomassa recalcitrante, seguido de estudos com testes de expressao

funcional.
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