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PROSPECCAO DE GENES NA MICROBIOTA DO RUMEN BOVINO COM
PROPRIEDADES DEGRADADORAS DA BIOMASSA VEGETAL

RESUMO - Desde a expansao da industria, a partir da revolucao industrial, a
populacdo mundial tem crescido de forma exponencial. Este aumento populacional
aliado aos avancgos tecnolégicos constantes alavancou o consumo mundial de
energia. Este cenério tem incentivado paises do mundo todo a buscar alternativas
para aumentar a producdo de energia. Uma das alternativas adotadas sédo os
biocombustiveis, onde o etanol tem lugar de destaque. Para tanto, a degradacao de
biomassa vegetal, para a liberacdo dos aglcares estruturais da fibra vegetal para
fermentacao, tem se intensificado. O etanol é o principal biocombustivel brasileiro e o
uso de biomassa vegetal € uma alternativa para o aumento de sua producao. No
entanto, a acdo enzimatica ineficiente na degradacao de polissacarideos estruturais
impede a producao industrial. Uma solucéo é a prospecc¢ao de enzimas degradantes
de biomassa e um ambiente para esta busca pode ser o rumen. O qual € um ambiente
rico em micro-organismos que degradam a lignocelulose. Considerando que cerca de
99% dos micro-organismos ndo sao passiveis ao cultivo tradicional, a fim de romper
com estas limitacbes foi usada a abordagem metagenémica neste estudo para
caracterizacdo de genes com potencial para degradar biomassa e também para
avaliagdo da diversidade taxonémica do ambiente ruminal bovino. Foram coletadas
amostras de riumen de um gado Nelore para a obtencdo de DNA, que posteriormente
foi sequenciado pelo sequenciador HiScan SQ (lllumina). Foram obtidas 65 milhdes
de sequéncias, cada uma com 100 pb, que foram analisadas no servidor MG-RAST.
Para montar o perfil taxonédmico deste metagenoma foram usados trés bancos de
dados na analise das sequéncias: Ribossomal database Project (RDP), que encontrou
18 filos na amostra; Greengenes, que encontrou 16 filos; e SILVA Small SubUnit
(SSU) onde foram encontrados 22 filos. Dentre todos os filos encontrados o Firmicutes
foi 0 mais abundante, seguido de Bacteroidetes e Proteobacteria nas trés bases de
dados. Para a analise funcional foram utilizados cinco bancos de dados para
prospeccao de Glycoside Hydrolases (GHs): Genbank, Integrated Microbial Genomes
(IMG), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), SEED, e SwissProt.
Foram encontradas sete familias de GHs e quatro de CBM (Carbohydrate Binding
Module). Apesar de algumas divergéncias os bancos de dados mantiveram um
mesmo padrdo nos resultados, tanto do perfil taxonémico quanto no funcional. O
metagenoma ruminal mostrou boa diversidade de enzimas degradadoras de biomassa
vegetal, inclusive enzimas nao catalogadas, demostrando o seu potencial como fonte
de enzimas com potencial biotecnolégico.

Palavras-chaves: metagendémica, rumen, MG-RAST, enzimas celuloliticas, Whole
Genome Sequencing



PROSPECTING FOR GENES FROM BOVINE RUMINAL MICROBIOTA WITH
PLANT BIOMASS DEGRADING PROPERTIES

ABSTRACT - Since the expansion of industry through the Industrial Revolution,
the world population has increased unprecedented. This rise together the constant
technological advances leveraged the world's energy consumption. This scenario has
encouraged countries around the world to seek alternatives to higher energy
production, being the biofuels one of the adopted alternatives, which ethanol has
excelled. Therefore, the plant biomass degradation for the release of structural sugars
from plant fiber fermentation has intensified. Ethanol is the main Brazilian biofuel and
the use of plant biomass is an alternative for increasing its production. However,
inefficient enzymatic action in the degradation of structural polysaccharides prevents
industrial production. One solution is the prospect of biomass degrading enzymes and
an environment for this search may be the rumen, which is an environment rich in
microorganisms that degrade lignocellulose. Whereas about 99% of the
microorganisms are not amenable to traditional growth, in order to break these
limitations was used a metagenomics approach in this study to characterize genes with
potential to degrade biomass and to evaluate the taxonomic diversity of bovine rumen
environment. Rumen samples were collected from Nelore cattle for obtaining total
DNA, which was subsequently sequenced by SQ HiScan (lllumina) sequencer. Sixty-
five million sequences were obtained, each with a 100 bp, which were analyzed by
MG-RAST server. In order to mount the taxonomic profile of this metagenomic we used
three databases on the analysis of sequences: Ribosomal Database Project (RDP),
which found 18 phyla in the sample; GreenGenes, which found 16 phyla; and SILVA
Small subunit (SSU) which found 22 phyla. Among all the phyla, Firmicutes was the
most abundant, followed by Bacteroidetes and Proteobacteria by the three databases.
For the functional analysis were used five databases for prospecting glycoside
Hydrolases (GHs): GenBank, Integrated Microbial Genomes (IMG), Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), SEED, and SwissProt. Seven families
were found to GHs and four to CBM (Carbohydrate Binding Module). Despite some
disagreements, all databases maintained the same pattern in the results for both the
taxonomic profile as the functional. The rumen metagenome showed good diversity of
plant biomass degrading enzymes, including not cataloged enzymes, showing its
potential as a source of enzymes with biotechnological potential.

Key words: metagenomics, rumen, MG-RAST, cellulolytic enzymes, Whole Genome
Sequencing



CAPITULO 1 - Consideracoes Gerais

Desde a expanséao da industria na segunda revolugéo industrial, a populacao
mundial tem crescido de forma exponencial. Alguns dos principais fatores que
contribuiram para este crescimento foram, o desenvolvimento industrial, a
modernizacao da agricultura e 0 aumento da capacidade de consumo da populacao.
Este aumento da populacdo e o avanco da tecnologia acarretam em um maior
consumo per capita de energia (FERREIRA et al., 2006; GOLDEMBERG e LUCON,
2007; ZEN et al., 2008; SCHLESINGER, 2009). Energia € algo essencial para a vida
humana, no passado ela era obtida a baixo custo, pois era extraida da lenha de
florestas em sua maioria, mas com o crescimento da demanda, outras fontes de
energia se tornaram necessarias, e atualmente grande parte do que € consumido no
mundo € obtido através de fontes ndo renovaveis, como o petréleo e o carvao mineral,
que juntos somam aproximadamente 63% da matriz energética mundial
(GOLDEMBERG e LUCON, 2007; SRWE, 2015). Em 1970 com o petréleo em crise
iniciaram-se as preocupacdes com as questdes energéticas, aflorando a necessidade
de revisdo do modelo energético mundial.

Considerando esta situacao, paises importadores de energia despertaram para
a necessidade de buscar a geracado de energia a partir de fontes alternativas que
pudessem suprir a demanda interna (FERREIRA et al., 2006). Embora o petréleo
tenha se recuperado da crise, hoje existe a necessidade de reduzir a dependéncia
pelos combustiveis fosseis para diminuir as emissdes dos gases de efeito estufa e os
impactos ambientais (SACHS, 2005). Existem varias formas de energia renovavel
(bioenergia), dentre elas se destacam: biocombustiveis, biomassa vegetal, edlica,
hidroelétrica e solar. Os biocombustiveis sdo combustiveis produzidos a partir de
produtos vegetais ou compostos de origem animal. As principais fontes no mundo sao
cana-de-agucar-de-acucar, milho, soja, colza. O etanol e o biodiesel sdao os dois
biocombustiveis de maior destaque na matriz energética mundial e no mercado
internacional de combustiveis. Os Estados Unidos sao os maiores produtores
mundiais de etanol, e utilizam o milho em sua producao, o Brasil € o segundo colocado

e utiliza a cana-de-aglucar como matéria prima. A unidao europeia sao 0s maiores
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produtores de biodiesel no mundo, e utilizam a colza como maior parte da matéria
prima para a producao.

Os Estados Unidos e o Brasil também se destacam na producao de biodiesel,
utilizando a soja como matéria prima principal (MME, 2007; SRWE, 2015). Desde a
antiguidade a biomassa ja era usada como fonte de energia (lenha), embora néo fosse
um consumo sustentavel. Por esse motivo, durante muito tempo, o termo biomassa
foi associado ao desmatamento. A biomassa é matéria vegetal que armazenou a
energia do Sol na forma de energia quimica, a qual é utilizada. Ha dois tipos de
biomassa: Biomassa Tradicional — Combustédo direta de madeira, lenha ou carvao
vegetal e Residuos urbanos e de animais. Biomassa Moderna — Tecnologias
avancadas para a producao de energia elétrica e biocombustivel (GUARDABASSI,
2006; MME, 2007). A energia edlica vem sendo utilizada pela humanidade ha mais de
3000 anos. Os moinhos de vento utilizados para moagem de graos e bombeamento
de 4gua em atividades agricolas foram as primeiras aplicacées da energia edlica. Esta
aplicacdo vem se tornando mais importante a cada dia como fonte alternativa de
energia para producao de eletricidade. Ela consiste em converter a energia cinética
dos ventos em energia mecéanica (movimento das pas), que alimenta um gerador que
a transforma em energia elétrica (MARTINS, GUARNIERI, PEREIRA; 2007).

Embora atualmente nosso pais esteja vivendo uma crise hidrica muito forte, a
energia hidroelétrica ainda € considerada um recurso renovavel, comercial importante
€ 0 mais econdmico no mundo e, além disso, 0 que mais rapido pode ser utilizado.
Desempenha importante papel no fornecimento elétrico da maioria das regides.
Usinas hidrelétricas produzem mais de 90% da energia elétrica consumida no Brasil.
Este tipo de energia é gerado a partir das aguas dos rios em niveis adequados em
suas represas (LAPENA, 1999; ANEEL, 2015). Energia solar é o nome dado & energia
proveniente da luz e do calor do Sol. Diferentes tecnologias que estao em constante
evolugcao, como o aquecimento solar e a energia solar fotovoltaica, permitem a
utilizacao deste tipo de energia para diversos fins (NUNES, 2007). De todos os tipos
de energia os combustiveis sdo parte muito importante de toda demanda, e ndo ha
duvida de que os biocombustiveis, como forma de energia, podem contribuir para
alcangar as metas de energias renovaveis destinadas a substituir os combustiveis

fésseis. No entanto, essa situacdo deve ser acompanhada de um esforco para



aprendermos a produzir mais com menos insumos € energia (SACHS, 2005; CHAVES
e GOMES, 2014).

Os combustiveis representam boa parte da matriz energética mundial, por isso
tanto esforco em encontrar fontes alternativas para sua producéo. Atualmente, outra
preocupacao com relacao aos biocombustiveis é o aumento da produtividade por area
de cultivo, e 0 uso da biomassa pode suprir essa necessidade. Em uma area de plantio
de cana-de-acgucar, por exemplo, usa-se a cana-de-agucar no processo tradicional de
producdo e o bagaco poderia ser a matéria prima para a producao do etanol de
segunda geracao, através da desconstrucao das fibras vegetais, por meio quimico ou
enzimatico, para liberagdo de agucares fermentdveis. Mas este processo ainda
encontra um grande problema, que é a falta de tecnologia, pois a degradacao quimica
nao é especifica e a enzimatica apesar de alta especificidade ao substrato, ainda se
apresenta ineficiente em escala industrial. Uma das maneiras de superar estes
problemas é prospectar micro-organismos produtores de enzimas especializadas na
degradacao de biomassa (MACEDO, 2007; KOHLHEPP, 2010; MAICHE & HUBER,
2010; HESS et al., 2011; SRWE, 2015).

Os eucariotos por muitos anos foram considerados o grupo de maior
diversidade no planeta, levando em conta suas formas multicelulares, enquanto que
0s procariotos eram considerados simples em suas caracteristicas (HUGENHOLTZ et
al., 1996). Mas este conceito comecou a mudar, quando através de um trabalho que
analisou o0 RNA da subunidade menor do ribossomo, sugeriu-se que 0s organismos
fossem classificados em 3 dominios: Archaea, Bacteria e Eukarya, todos eles partindo
de um mesmo ancestral comum (WOESE, 1987). Desde entéo, varios estudos foram
realizados, demonstrando a imensidao do mundo bacteriano e a sua importancia nos
mais diversos ambientes.

Um desses ambientes a ser considerado € o rumen, compartimento que faz
parte do sistema digestivo dos ruminantes, onde a acao bacteriana é fundamental. Os
ruminantes sdo mamiferos herbivoros e nao sintetizam enzimas que hidrolisam
matéria vegetal (celulose, hemicelulose e lignina) da dieta. No entanto, eles
estabelecem uma relacao simbidtica com micro-organismos anaerdbios, que sao
capazes de fermentar alimentos de diferentes origens, como carboidratos soluveis e

insollveis, proteinas e lipideos. A relagdo simbiética se da da seguinte forma, o animal
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fornece um ambiente propicio para o desenvolvimento dos micro-organismos
anaerdbios, que por sua vez, suprem o animal com acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), proteina microbiana, aménia, aminoacidos e vitaminas para o hospedeiro
(JESUS, 2014; LOPES, 2014). Considerando que a relacdo simbibtica entre o
hospedeiro e 0s micro-organismos é um dos fatores essenciais no aproveitamento da
dieta com maior eficiéncia de utilizacdo de energia e proteinas pelos animais,
compreender a estrutura desta comunidade microbiana e os fatores que a afeta séo
fundamentais para o desenvolvimento de novas tecnologias de producao de bovinos
(JESUS, 2014).

O ecossistema do rumen consiste, principalmente, de bactérias (10'°-
10"'células/ml), arqueias (107-10° células/ml), protozoarios (10%108/ml), fungos
anaerébios (103-10° zoosporos/ml) e bacteriéfagos (108- 10%ml) (KAMRA, 2005).
Considerando a complexidade de populagdes bacterianas, diversas interacdes
acontecem no rumen, envolvendo diferentes grupos de micro-organismos. Estas
interacdes resultam na bioconversao do alimento, em compostos utilizados por outros
micro-organismos e também pelo proprio animal. A qualidade e a quantidade dos
compostos produzidos na fermentacdo dependem do tipo e da atividade dos micro-
organismos presentes no rimen (TOWNE et al., 1990; RUSSEL et al., 1992). Estudos
das vias metabdlicas de algumas bactérias do rumen, isoladas em laboratorio,
demonstraram que varias espécies produzem produtos finais que ndo podem ser
detectados no liquido ruminal (ATLAS et al., 1998). Os acidos organicos volateis
resultantes da fermentacao ruminal representam a principal fonte de energia para os
animais ruminantes (LOPES, 2014).

O rimen apresenta grande diversidade de espécies bacterianas, sendo que os
géneros bacterianos predominantes sao Bacteroides, Prevotella, Fibrobacter,
Ruminococcus, Succinomonas, Butyvibrio, Selenomonas, Succinivibrio,
Streptococcus, Eubacterium, Lactobacillus, entre outros (ATLAS et al., 1998). Estas
bactérias podem ser encontradas da seguinte maneira, dispersas na fase liquida,
associadas com particulas de alimentos, associadas ao epitélio, e associadas a
superficie de protozoarios (YU e FORSTER, 2005). As bactérias que estdo aderidas
a particulas de alimento sdo consideradas o grupo mais importante por conterem

grande numero de bactérias com atividade de Endoglucanase. A composicao da



comunidade microbiana do ramen é influenciada tanto pela dieta quanto pela idade
do animal. A diversidade e homogeneidade da comunidade microbiana ruminal
aumentam com a idade (JAMI et al., 2013). Entretanto, o ecossistema ruminal é
considerado estavel, ja que os micro-organismos atuam de forma integrada e
balanceada para o desempenho de suas funcbes durante a bioconversdo dos
componentes da dieta do animal (KAMRA, 2005; WU et al., 2012).

A fermentacao ruminal esta relacionada com o desenvolvimento do rimen e
com a eficiéncia alimentar, influenciando diretamente a produtividade dos animais. O
estabelecimento das atividades digestivas no rumen depende da colonizagdo de
micro-organismos, os quais utilizam os componentes da dieta como substrato para
fermentacao (LI et al., 2012). O estudo e compreensédo das comunidades microbianas
complexas presentes no rimen sao ainda pouco conhecidas (JAMI; MIZRAHI, 2012).
O estudo destes micro-organismos presentes no rumen e o sequenciamento dos seus
respectivos genomas para a prospeccao de genes envolvidos na degradacéo de fibra
vegetal sdo promissores do ponto de vista biotecnolégico, pois a diversidade
microbiana do rimen contém um vasto conteddo genético, que pode ser explorado
para a descoberta de novas enzimas (GHAZANFAR & AZIM, 2009).

Enzimas sdo proteinas produzidas por seres vivos que catalisam reagcdes
quimicas, diminuindo a energia de ativacao dos processos celulares. Sua estrutura é
normalmente formada por cadeias de 62 a 2.500 aminoacidos. Essas moléculas
funcionais evoluem em resposta ao ambiente onde se desenvolvem o0s organismos
responsaveis pela sua sintese e, por isso, tém mais eficiéncia em condicdes
especificas. Enzimas tém alta especificidade e sua eficiéncia é medida em quantidade
de substrato convertido em produtos por unidade de tempo, em determinada
concentracao, que é o fator mais influente da atividade enzimatica. Porém, outras
variaveis influenciam sua taxa de reacéo, tais como temperatura, acidez, coenzimas
e cofatores (WERNER, 2013). Em termos gerais enzimas s&o proteinas que agem
como catalisadores altamente eficientes das reacdes quimicas que ocorrem nos
organismos vivos podendo acelerar a velocidade das reagoes quimicas em até 10"/
vezes (Mendonca, 2009).

As enzimas sdo importantes ferramentas para alavancar produtividade da

fabricacdo de diversos produtos. Pode-se considerar que elas sao utilizadas pela
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humanidade de forma indireta ha milhares de anos, através de preparacdes brutas de
origem animal, vegetal ou microbiana (Mendonga, 2009). Enzimas lignoceluloliticas
sintetizadas por micro-organismos sao capazes de degradar celulose, hemicelulose e
lignina, através da disponibilizacao e quebra das cadeias poliméricas constituintes. A
degradacao enzimatica possibilita a bioconversdo das moléculas em materiais de
interesse biotecnolégico e econbémico (FITZPATRICK et al., 2010), como, por
exemplo, alcool de segunda geracéao a partir do bagacgo de cana-de-acucar.

Como comentado as Glicosideo Hidrolases (GH) (EC 3.2.1.X) correspondem
ao grupo mais representativo e numeroso das CAZymes (Carbohydrate Active
enZymes) (Mendonga, 2009). O sistema enzimatico de conversdo da celulose para
glicose compreende em endo (1-4) B-glucanase (EC 3.2.1.4), exoglucanase (EC
3.2.1.91) e B-glicosidase (EC 3.2.1.21) (COUTO, 2008). A endoglucanase (EC 3.2.1.4)
quebra ligagbes glicosidicas internas da celulose, liberando sacarideos de diversos
comprimentos, com novas cadeias finais. Adicionalmente, catalisa a reagdo de
endohidroélise de ligacdes (1-4) B-D-glicosidicas em celulose. Ja a exoglucanase (EC
3.2.1.91) atua nas extremidades da cadeia de celulose, redutoras ou néao, produzindo
glicose, celotriose e, principalmente, celobiose (OYEKOLA et al., 2007). A reacao
catalisada € a hidrolise de ligacbes (1-4) B-D-glucosidicas em celulose e celotetraose,
liberando celobiose somente de terminais ndo redutores das cadeias. A celobiose é
um forte inibidor competitivo que ndo pode ser hidrolisado pelas endoglucanases e
exoglucanases (SIPOS, 2010). A B-glucosidase (EC 3.2.1.21) aumenta a eficiéncia da
hidrélise da celulose, pois desdobra e remove a celobiose. A reacao catalisada € de
hidrélise de terminal, exceto residuos de B-D-glucosil, com liberacdo de B-D-glucose.
A xilanase (EC 3.2.1.8) atua sobre a porcao hemicelulésica, por isso € importante na
degradacao de material lignocelulésico, uma vez que a xilana €& o principal
polissacarideo presente na interface celulose/lignina (COLLINS et al., 2005). Essa
hemicelulase catalisa a endohidrélise de ligacdes (1-4) B-D-xilosidicas em xilanas.

A prospeccao de genes funcionais em diferentes ambientes tem sido de
fundamental importancia na busca de novos recursos biolégicos com potencial
biotecnoldgico. Baseado nesta premissa, a investigacdo de glicosidases no
microbioma ruminal foi o foco de estudo deste trabalho.
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CAPITULO 2 - Prospeccao de genes do microbioma ruminal bovino com
propriedades degradadoras da biomassa vegetal

1. INTRODUGCAO

A populagédo mundial vem crescendo a cada ano e, com isso, tem aumentado
a demanda por energia e alimentos. Isto tem alavancado a producao de bovinos nas
ultimas décadas (SCHLESINGER, 2009; ZEN et al., 2008) e também a busca por
novas fontes de matéria-prima para a producdo de combustiveis. Estima-se que no
ano de 2040, a demanda por combustiveis tera um aumento de até 75% (Exxon Mobil,
2014). O Brasil é considerado um dos lideres internacionais em produgcdo de
biocombustiveis, onde o principal deles é o Etanol (KOHLHEPP, 2010), e uma boa
forma de aumentar a producéo de etanol, sem ser necessario aumento das areas de
plantio, é a utilizag&o racional e eficiente da biomassa vegetal (MACEDO, 2007).

Apesar dos biocombustiveis derivados de matéria lignoceluldésica serem uma
importante alternativa de energia, o grande desafio da producao industrial esta na
acao enzimatica ineficiente de sacarificacdo da celulose presente na parede celular
vegetal (MAICHE & HUBER, 2010). Umas das maneiras de superar estes problemas
€ a prospeccao de enzimas especializadas na degradacdo de biomassa, € um
ambiente para essa procura pode ser o rumen (HESS et al.,, 2011). O rimen é
fundamental para os animais que utilizam biomassa vegetal como fonte de energia,
pois nele esta contida uma gama de micro-organismos que atuando em conjunto
tornam-se especialistas em degradar este tipo de composto, disponibilizando para o
animal um complexo de substancias necessarias para o seu desenvolvimento (SUEN
et al., 2011). O estudo destes micro-organismos presentes no ridmen e 0
sequenciamento dos seus respectivos genomas para a prospeccao de genes
envolvidos na degradacao de fibra vegetal sdo promissores, do ponto de vista
biotecnol6gico. A diversidade microbiana do rimen contém um vasto conteldo
genético, que pode ser explorado para a descoberta de novos genes (GHAZANFAR
& AZIM, 2009).

O fato de grande parte destes micro-organismos serem de dificil cultivo por

métodos tradicionais € um empecilho a pesquisa (HESS et al., 2011). Para romper



11

esta barreira, atualmente é muito usada a abordagem metagendmica, por ser uma
importante ferramenta de acesso aos micro-organismos de um determinado ambiente,
visto que nos permite obter informacdes genéticas de organismos sem ser necessario
o seu cultivo (HANDELSMAN et al., 1998).

Um catélogo de genes funcionais com potencial biotecnolégico é um recurso
genético fundamental para a compreensao do microbioma ruminal. Assim, o principal
objetivo foi a analise da diversidade taxondmica presente na amostra metagenémica
de rumen, além de caracterizar genes de micro-organismos ruminais focando em

enzimas com potencial para degradar biomassa vegetal.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animal e dieta

Todas as etapas do experimento estavam de acordo com o0s principios éticos
na experimentacao animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal
e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCAV (protocolo n®
017621/11).

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados 3 animais da raga nelore,
sendo eles, machos, castrados, com fistula instalada no rumen, com idade
aproximada de 24 meses e peso médio de 350 kg. Estes animais eram alimentados
uma vez ao dia com uma dieta constituida de feno moido Tifton 85 (Cynodon spp.)
(70%) e concentrado (30%) constituido por soja (13,1%), milho (15,7%) e ureia (1,2%).
A ingestao do alimento por dia era equivalente a cerca de 1,7% do peso vivo do animal
e a agua era oferecida ad libitum. O periodo de adaptacao a dieta foi de 31 dias e as
coletas de amostras do contetdo ruminal foram feitas 1 hora antes da alimentacao
dos animais (SARO, et al., 2014).
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2.2 Amostragem do DNA total

A extracao de DNA total dos micro-organismos do contetdo ruminal foi dividida
em duas partes, uma da fragao liquida e outra da fracao sélida, amostras que foram
coletadas na regiao medial do rumen. Os micro-organismos que estavam aderidos a
fracdo sélida foram extraidos da seguinte maneira: em 10 g da fracdo sélida do
conteudo ruminal foi adicionado 30 ml de solugao de NaCl 0,85%, contendo 0,2% de
Tween® 20 (Polisorbato). Feito isso realizou-se a homogeneizagdo vigorosa durante
1 min., seguido por uma centrifugacao de 10 min. a 1000 x g, a 4°C. O sobrenadante
desta solugao foi transferido para um novo tubo e reservado em gelo, enquanto o
sedimento foi novamente ressuspenso com a solucdo descrita anteriormente,
acrescido de pérolas de vidro, homogeneizado vigorosamente e centrifugado nas
condicbes anteriores. O sobrenadante foi recuperado e armazenado junto aos
anteriormente transferidos. Essa mistura foi centrifugada a 27.000 x g por 30 min., a
4°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante ressuspenso em 3 ml de
NaCl 0,85%.

Para obtencdo dos micro-organismos presentes na fragdo liquida foram
seguidos tais procedimentos: 500 ml de liquido ruminal foram centrifugados a 27.000
x g por 30 min., a 4° C, e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspenso
em 40 ml de NaCl 0,85%, centrifugado nas mesmas condicdes descritas
anteriormente e o sobrenadante novamente descartado; por fim o sedimento foi
ressuspenso em 40 ml de NaCl 0,85%.

A extracdo do DNA total foi realizada utilizando 250 mg de ambas as fracdes
separadamente, com o Kit de extragdo FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP Biomedical,
LLC). A integridade e quantidade do DNA foi verificada em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio (5 mg/mL) e seu tamanho estimado por comparagcao
com marcador 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen). Complementarmente, o DNA foi
avaliado por espectrofotometria (Thermo Scientific, NanoDrop™ 1000) para
quantificacao e avaliacdo de pureza.
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2.3 Construcao da biblioteca e sequenciamento

A construgao da biblioteca do conteudo ruminal foi preparada de acordo com o
protocolo Truseq DNA sample Preparation Kit v2, de acordo com as recomendacdes
de fabrica. O sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma lllumina HiScan
SQ, para isso foram utilizados os kits paired — end cluster generation v3 e Truseq SBS
v3 (200 ciclos). Ao final do sequenciamento, foi utilizado o software CASAVA 1.8.2
(Hlumina) para converter os arquivos .BCL gerados, arquivos de imagem em FASTQ.
Foi utilizado 2 lane para a corrida da biblioteca, gerando um nuamero aproximado de
65 milhdes de reads.

2.4 Analise dos dados

O arquivo de saida do software CASAVA foi utilizado como arquivo de entrada
para as analises realizadas na plataforma de analises metagenémicas MG-RAST.
Através da plataforma MG-RAST (MEYER et al., 2008) foram feitas todas as analises
apresentadas neste trabalho. Para determinacao de quais eram 0s micro-organismos
presentes na amostra, utilizou-se a comparacao com trés bancos de dados de genes
16S rDNA de multiplas espécies, para a classificagao taxonémica, RDP (WANG et al.,
2007), Greengenes (DESANTIS et al., 2006) e SILVA SSU (QUAST et al., 2013). Para
a anotacao de genes envolvidos no processo de desconstrugdo da matéria vegetal,
usaram-se 5 bancos de dados para analise, sendo eles: GenBank (BENSON et al.,
2004), IMG (MARKOWITZ et al., 2014), KEGG (KANEHISA e GOTO, 2000), SEED
(OVERBEEK et al., 2014) e SwissProt (BOECKMANN et al., 2005). Nestes bancos de

dados foram mensurados a abundéancia de genes e sequéncias Unicas.
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3. RESULTADOS

3.1 Sequenciamento

A partir do sequenciamento foram obtidas 65 milhdes de sequéncias
nucleotidicas com 100 pb, selecionadas com corte na qualidade Phred acima de 30
(FIGURA 1). As sequéncias obtidas foram usadas como material de analise para o
MG-RAST.

FIGURA 1: Qualidade Phred das sequéncias.
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3.2 Perfil do microbioma ruminal

Um dos bancos de dados utilizados para analise taxonémica foi o Ribossomal
database Project (RDP). Na anélise pelo RDP, foram encontrados 18 filos (FIGURA
2), dos quais os mais abundantes foram: Firmicutes (29,7%), Bacteroidetes (29,3%),
Proteobacteria (9%), Spirochaetes (3,2%), Tenericutes (3,2%) e Actinobacteria
(2,6%). Os outros filos juntos representam 6% do total, enquanto 17% nao alcancaram
classificacao. A analise pelo banco de dados Greengenes demonstrou a presenca de
16 filos (FIGURA 2), dos quais os mais abundantes foram: Firmicutes (25,7%),
Bacteroidetes (21,6%), Proteobacteria (12%), Spirochaetes (3%), Actinobacteria (3%)
e Tenericutes (2,8%). Os outros filos representam 5,4% do total, restando 26,4% sem
classificacao. Apds analise pelo banco de dados SILVA SSU, foram encontrados 22
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filos (FIGURA 2), dos quais os mais abundantes sdo: Firmicutes (32,3%),
Bacteroidetes (27,3%), Proteobacteria (11,9%), Tenericutes (3,2%), Actinobacteria
(2,7%) e Spirochaetes (2,7%). Os outros filos juntos representam 5,9% do total, e para
14,1% nao ha classificacao. No banco de dados SILVA SSU foi obtido o0 maior nimero
de sequéncias classificadas em todos os filos (FIGURA 2), com excegéo do filo
Spirochaetes que alcancou melhor classificacdo no banco de dados RDP. Ja para
sequéncias que nao foram classificadas o banco de dados Greengenes foi o com

maior nimero de representantes.

FIGURA 2: Distribuig&o dos filos representativos do microbioma ruminal em diferentes
bancos de dados. A.Greengenes, B.RDP e C.SILVA SSU.
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Além disso, para a analise dos géneros de micro-organismos utilizou-se o
banco de dados RDP, determinando quais eram os mais abundantes (FIGURA 3).
Esse banco demonstrou que existem 270 géneros classificados, dos quais os 10 mais
abundantes foram representados graficamente, sendo o restante referido como outros
géneros, devido ao baixo numero de individuos em cada um deles. Deste modo, é

possivel verificar que o género Prevotella foi 0 que apresentou maior numero de
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representantes, levando em conta tanto a abundéncia de sequéncias (repetidas),
quanto a sequéncias Unicas (retiradas as repeticées). O género Bacteroides foi o
segundo mais abundante nos dois casos, enquanto o terceiro género mais abundante,
considerando sequéncias redundantes, foi o Treponema. O género Clostridium foi o
décimo mais abundante, apesar de que com relacado ao parametro sequéncias unicas,

este género passa a ser o terceiro mais abundante.

FIGURA 3: Distribuicdo de géneros representativos do microbioma ruminal utilizando
o banco de dados RDP através do servidor do MG-RAST.
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3.3 Genes relacionados com a degradacao de biomassa

A abundancia corresponde ao numero de sequéncias caracterizadas com
determinado taxon (FIGURA 4), enquanto cada resultado (sequéncias Unicas)
corresponde ao numero de acertos Unicos nos bancos de dados de proteinas ou RNA
(FIGURA 5).

Em termos de abundéancia o maior numero de sequéncias de genes envolvidos
na degradacdo da biomassa foi identificado usando o banco de dados GenBank,
seguido de perto pelo IMG, KEGG, SEED e SwissProt. J4 em relagado a sequéncias
Unicas a ordem é a mesma com excec¢ao dos bancos de dados KEGG e SEED que
invertem as posi¢des (TABELA 1). Considerando os genes codificadores de enzimas
degradadoras de lignocelulose, os quais foram identificados pelos cinco bancos de

dados utilizados, fez-se a selecdo de enzimas diretamente relacionadas com a
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degradacao de material vegetal, como a: celulose, hemicelulose e lignina. Entre os
genes encontrados na busca nos bancos (FIGURAS 4 e 5), estavam enzimas
pertencentes as familias GH3, GH5, GH6, GH9, GH11, GH18, GH43 (Glycoside
Hydrolases), onde GH5 foi o que apresentou o maior nimero de representantes,
seguido de GH3, e também CBM1, CBM3, CBM6 e CBM10 (Carbohydrate Binding
Module), sem contar as sequéncias génicas codificadoras putativas, hipotéticas ou
preditas, cuja classificacao ainda é incerta.

FIGURA 4: Abundancia de sequéncias de genes representativos do microbioma ruminal envolvidos no processo de degradacéo
de matéria vegetal através do servidor do MG-RAST.
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FIGURA 5: Sequéncias Unicas de genes representativos do microbioma ruminal envolvidos no processo de degradagéo de
matéria vegetal através do servidor do MG-RAST.
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TABELA 1: Quantidade de sequéncias encontradas em cada banco de dados, na analise foram prospectadas enzimas envolvidas

no processo de degradacao de celulose, hemicelulose e lignina.

Bancos de Dados

GenBank IMG KEGG SEED SwissProt
ENZIMAS Abuand, Unic, Abund, Unic, Aband, Unic. Abund, Unic, Abund, Unic,
Beta-Glucosidase (EC 3.2.1.2]) 30627 611 41539 830 24056 376 23278 524 543 32

Cellabiohydrolase (EC 3.2.1.91) 14 6 0 0 0 0 27 2 1 1
Endoglucanase (EC 3.2.1.4) 3116 116 1822 44 308 i3 1430 76 1196 45
Beta-Xvianase (EC 3.2.1.8) 35146 520 23011 338 17135 193 17686 244 2332 36
Alfa-Arabiongfiranosidase (EC 3.2.1.55) 34796 408 29867 357 28701 256 12346 189 1570 22
Beta-Xylosidase (EC 3.2.1.37) 45571 429 41868 518 31861 250 17326 287 5437 16

Laccase (EC 1.10.3.2) 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0
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4. DISCUSSAO

A quantidade de dados gerados no sequenciamento (65 milhdes) foi satisfatéria
para a analise proposta e as sequéncias selecionadas foram as que apresentaram
qualidade Phred acima de 30 (FIGURA 1). Ross et al. (2012), realizaram um
sequenciamento metagendmico utilizando um sequenciador GAllx (lllumina) para
acessar a microbiota de um rimen bovino, o que resultou em 6 milhées de sequéncias,
com corte na qualidade Phred acima de 20.

Como observado na figura 2, que apresenta os principais filos bacterianos nos
trés bancos de dados utilizados, é possivel perceber a dominancia do filo Firmicutes
seguido pelo filo Bacteroidetes e Proteobacteria, além de outros filos com menos
representantes, como Tenericutes, Spirochaetes, Actinobacteria. Muitos trabalhos
tém sido realizados visando a caracterizacao do microbioma ruminal, entre eles esta
Brulc et al. (2009), que estudou 3 animais da raga Angus Simmental Cross, obtendo
perfil taxondmico semelhante ao do presente trabalho. Nas amostras estudadas por
estes autores, com micro-organismos aderidos as fibras e no liquido ruminal,
obtiveram Firmicutes como o filo mais abundante, Bacteroidetes como o0 segundo e
Proteobacteria como terceiro. Apesar da similaridade no perfil microbiolégico, a dieta
a qual estes animais foram submetidos foi constituida de feno de alfafa, o qual em sua
composigao quimica tem menor teor de fibras (NASCIMENTO et. al., 2000) do que a
dieta a qual foram submetidos os animais deste trabalho.

Oliveira et al. (2013), caracterizaram metagénomas de diferentes partes de um
bovino Nelore, incluindo o alimento fornecido, todo o trato gastrointestinal e até as
fezes. O animal estudado por eles foi alimentado em pasto, e 40 dias antes do abate
foi alimentado com silagem de milho. Os resultados encontrados por estes autores,
provenientes da amostra de rumen apresentam os dois primeiros filos em ordem
invertida comparado com os do presente trabalho, sendo que o filo predominante foi
Bacteroidetes, seguido de Firmicutes, e a grande diferenca esta no terceiro filo mais
abundante que no trabalho citado é Spirochaetes. Em outro trabalho, Lopes (2013)
fez uma andlise de um metagenoma ruminal de ovinos da ragca Santa Inés,

alimentados com concentrado 60% (Milho e Soja), e 40% volumoso (Feno Tifton 85),
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os resultados por ele obtidos mostraram dominéncia do filo Bacteroidetes, seguido de
Firmicutes e Proteobacteria.

Os ruminantes tém nos acidos graxos volateis (AGV) sua principal fonte de
energia (GOULARTE et al., 2011), sabe-se que a proporcao de AGV é grandemente
influenciada pela dieta (ISHLER et al., 1998). O filo Bacteroidetes que foi o segundo
mais abundante neste trabalho, esta diretamente relacionado com a producéao de AGV
(BELENGUER et al., 2013), em dietas ricas em concentrado este filo torna-se o mais
abundante (SADET-BOURGETEAU et al., 2010), isto explica o fato de que no trabalho
Lopes (2013), o filo Bacteroidetes ser o mais abundante, pois uma alimentagdo com
maior proporcao de volumoso (carboidratos estruturais) frente ao concentrado
(carboidratos ndo estruturais), gera uma maior producao de AGV (ISHLER et al.,
1998). Em dietas ricas em alimentos fibrosos como ocorreu no presente estudo (Tifton
85), o filo mais abundante tende a ser o Firmicutes, visto que este filo apresenta
géneros especializados na degradacao de fibra vegetal, tal como o Ruminococcus que
€ um dos principais degradadores de carboidratos estruturais, pois tém a capacidade
de se aderir rapidamente a superficie dos vegetais ingeridos pelo hospedeiro para
digerir a celulose (KOIKE et al., 2003).

Em outro trabalho, usando metagénomas de rumen, solo, troncos apodrecidos
e esterco de elefante, Wang et al. (2009) encontrou sequéncias de celulases das
familias GH3, GH5 e GH9, todas encontradas neste trabalho. O ja citado trabalho de
Brulc et al. (2009) encontrou muitas familias de GHs e varios CBMs, porém em
contraste com este trabalho, ndo encontraram a GH6, CBM1 e CBM10, estas
encontradas no metagenoma estudado aqui. Patel et al. (2014) fez um metagenoma
de rumen de bufalo e obteve como resultado varias familias de GHs e CBM,
entretanto, ndo encontrou nenhum representante da familia GH6 e também nao
encontrou CBM1, CBM3 e CBM10, todos estes encontrados no presente trabalho. Em
uma revisdo Morgavi et al, 2013, citando varios autores, descreveu 11 familias de GHs
encontradas no rumen (Boi, Bufalo, laque), contudo, entre as citadas ndo esta a
Familia GH6.

De acordo com o banco de dados Carbohydrate-Active enZYmes - CAZy
(LOMBARD et al., 2014), a familia 3 das Glicosil Hidrolases atualmente agrupa as

seguintes enzimas: B- glucosidases, a- arabinofuranosidases, - xylopyranosidases e
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B- glucosaminidases. Destas, as duas primeiras foram encontradas neste trabalho,
sendo esta familia de GHs amplamente encontrada em bactérias, fungos e plantas, e
realiza uma série de funcoes, entre elas, a degradacao de biomassa celuldsica. Em
relagéo a familia 5, o CAZy a descreve como sendo a maior familia de GHs. Estao
inclusas nesta familia as enzimas: Endoglucanase, exoglucanases
(cellobiohydrolase), B-glucosidase, xylanase, Endomannanase, exomannanases, B-
mannosidase, 1,6-galactanase, 1,3-mannanase, endoglycoceramidase e
xyloglucanases, as quatro primeiras também encontradas neste trabalho. A GH5 é
também muito encontrada em bactérias, fungos e plantas e tem diversas funcdes, das
quais se destaca a degradacao de biomassa celulésica.

Ja para a GH6 a qual foi encontrada neste trabalho, fazem parte desta familia:
Endoglucanases e Cellobiohydrolases (KOECK et al, 2014). As duas contidas neste
estudo também estdo intimamente ligadas a degradacao da parede celular vegetal.
Uma grande quantidade de enzimas lignocelulolitica ja era esperada, visto que, a dieta
dos animais estudados era rica em matéria fibrosa, que para ser digerida pelo animal,
necessitava da presenca de enzimas destas familias de GHs para fazé-la.

Finalmente, fica clara a especificidade da determinacdo de cada microbioma
ruminal em funcéo da espécie e raca do animal, dieta associada durante a coevolugéao,
adicionalmente aos fatores ambientais que comprometem a diversidade dos micro-
organismos que colonizam o rumem bovino. Comparando os resultados obtidos com
outros ja publicados, o microbioma estudado apresenta potencial para encontrar
enzimas ainda nao descritas em outros metagénomas ruminais. A caracterizacao
dessas enzimas permitira explorar a efetividade e aplicacdo do potencial

biotecnoldgico aqui apresentado.
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5. CONCLUSOES

O metagenoma ruminal mostrou uma diversidade de genes de enzimas
relacionadas a degradacao da biomassa vegetal, inclusive enzimas nao catalogadas,
demostrando o seu potencial como fonte de enzimas com potencial biotecnoldgico.

Apesar de algumas discrepancias os bancos de dados apresentaram os
mesmos resultados em relacdo aos filos mais abundantes.

O filo Firmicutes apresentou o maior numero de representantes em todos os

bancos de dados
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