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RESUMO

A microbiologia ruminal estuda os microrganismos presentes no rimen, o compartimento do estdmago
dos ruminantes responsavel pela fermentagdo do alimento. Esses microrganismos, que incluem
bactérias, protozoarios, fungos e arqueas, desempenham um papel crucial na digestao da celulose e
outros carboidratos complexos, permitindo que os ruminantes aproveitem nutrientes de plantas
fibrosas. Tradicionalmente, o estudo da microbiota ruminal se baseava em técnicas de cultivo in vitro,
limitadas a organismos que podiam ser cultivados em laboratério. No entanto, avangos em
metagendmica (uma abordagem que permite a analise direta do DNA microbiano a partir de amostras
ambientais, sem a necessidade de cultivo) tém revolucionado o campo. Com a metagenOmica, 0s
cientistas podem identificar e caracterizar toda a diversidade microbiana presente no ramen, incluindo
organismos previamente desconhecidos ou ndo cultivaveis. Esse método tem revelado uma microbiota
muito mais complexa e diversa do que se pensava, oferecendo novos insights sobre as fungdes
microbianas, interacdes entre espécies e sua influéncia na saiude e produtividade dos ruminantes. Esses
novos conhecimentos sdo fundamentais para melhorar a eficiéncia alimentar, reduzir a produgdo de
metano (um potente gas de efeito estufa) e desenvolver estratégias nutricionais e terapéuticas mais
precisas para o manejo dos ruminantes. A metagendmica, portanto, estd impulsionando uma nova era
na microbiologia ruminal, com potencial para transformar a producdo animal de forma sustentavel e
eficiente.
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1 INTRODUCAO

Os ruminantes pertencem a classe dos mamiferos herbivoro ungulados, ¢ a ordem Artiofactyla,
e sdo capazes de utilizar forragens como principal fonte de alimento (HUNGATE, 1966). Sao animais
com diferencial, principalmente pelo seu trato gastrointestinal complexo, composto por cameras
fermentativas responsaveis pela digestao, absor¢ao de nutrientes e pela satde geral do animal. O trato
gastrointestinal desses animais comporta um ecossistema microbiano diverso e abundante (BORDIM
et al., 2016).

A ampliacdo de conhecimentos sobre o microbioma ruminal, tem permitido avaliagdes
detalhadas sobre a comunidade microbiana, suas caracteristicas ¢ fungdes. Esses avancos
proporcionaram progressos significativos no que se refere a alimentacdo de ruminantes, permitindo
uma maior eficiéncia no uso dos nutrientes e, consequentemente, um melhor aproveitamento pelo
animal (MORGAVI et al., 2013).

Estudos que investigam as comunidades microbianas, assim como as caracteristicas ruminais,
sdo fundamentais para a compreensdo e manipulagdo do desempenho e da saude dos ruminantes
(HUWS et al., 2018). Diversos estudos evidenciaram que os ruminantes, em conjunto com seu
microbioma, evoluiram ao longo do tempo, tornando-se adaptaveis a uma ampla variedade de dietas,
gragas a plasticidade funcional das comunidades presentes no rtaimen (MORGAVI et al., 2013).

Além das caracteristicas evolutivas, outros fatores também influenciam a dindmica dos
microrganismos ruminais, como a idade (FONTY et al., 2007), o uso de medicacdo antimicrobiana
(KLEEN et al., 2003), a sanidade animal (RUSTOMO et al., 2006), a localizacdo geografica
(SUNDSET et al., 2007), o nivel de estresse (LYNOMO et al., 2010), entre outros. Dessa forma, a
metagendmica torna-se uma ferramenta indispensavel para compreender a complexa comunidade

microbiana presente no rumen.

2 METODOLOGIA

Este artigo baseia-se em uma revisao bibliografica, na qual foram coletadas informagdes a partir
de uma ampla pesquisa na literatura existente. O levantamento envolveu produgdes cientificas
relacionadas a microbiologia ruminal, com foco no conhecimento derivado de estudos em
metagendmica, incluindo atividades basicas de identificagdo, andlise e interpretacdo de dados.

As plataformas de busca utilizadas para a coleta de dados incluiram: Elsevier, SCIELO, Portal
de Periodicos da Capes, Sci-Hub, Google Académico e livros digitais, além de outras fontes de
divulgagdo técnica. Os critérios de inclusdo focaram em artigos publicados nos ultimos dez anos, teses
e dissertagdes, bem como outras produgdes cientificas disponiveis na internet, totalizando 90 trabalhos
analisados. Esta revisdo ¢ descritiva e fornece informagdes detalhadas sobre a aplicagdo da

metagendmica no estudo da microbiologia ruminal.
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3 DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DO AMBIENTE RUMINAL

O ecossistema ruminal, ¢ constituido por uma comunidade microbiana dindmica e diversa,
composta por bactérias, arqueas, protozoarios e fungos. Esses microrganismos interagem intimamente
uns com os outros e t€ém uma relagcdo simbiodtica mutualistica, que favorece o hospedeiro (MIZRAHI,
2013). A atividade metabolica desses microrganismos converte substratos fibrosos complexos em
acido graxos volateis e proteina microbiana, que sao usados pelo animal para manutengao, crescimento
e lactagdo (RIBEIRO et al., 2017).

O rumen ¢ uma cavidade que apresenta condi¢des favoraveis a sobrevivéncia e crescimento
dos microrganismos. Uma camara fermentativa anaerdbia, com temperatura relativamente constante
(38-40°C) e pH entre 5,5 ¢ 6,9 (HUNGATE, 1966; CLARKE, 1977, DEHORITY, 2003). De acordo
com Orskov e Tyle, (1990), o pH do rimen em conjunto com os substratos disponiveis para
fermentagdo, sdo fatores que determinam a permanéncia dos microrganismos ruminais. No rimen o
potencial redox geralmente se encontra entre -250 e -450 mV, comprovando a auséncia do oxigénio e
o alto potencial redutor (VAN SOEST, 1994).

Os produtos finais da fermentacdo ruminal incluem &cidos graxos de cadeia curta
principalmente acetato, propionato e butirato, gases como CO2 ¢ CH4. Os Acidos graxos volateis se
apresentam como a principal via de fornecimento de energia para o animal. Este processo de
fermentagdo resulta em muitos produtos intermediarios, tais como lactato, succinato, fornato, H> e NH3
(HUNGATE, 1966).

Conforme Stewart et al. (1997), para que uma espécie seja considerada parte da microbiota
ruminal, ela deve ser anaerdbia, produzir subprodutos no rimen e desenvolver-se ativamente, com um
metabolismo compativel com as condi¢des normais desse ambiente.

Desse modo a microbiota do rimen pode ser classificada em quatro tipos de subpopulagdes, a
primeira populagdo encontra-se integrada a liquidos, e € composta por microrganismos planctonicos
suspenso no liquido ruminal, compreendendo os que se separam das particulas do alimento e os que
consome fragmentos de alimentos soltuveis no fluido ruminal (MCALLISTER et al., 1994). A segunda,
sdo populacdes incorporadas a fragdo solida, que inclui microrganismos aderidos de forma moderada
ou forte as particulas do alimento, esse grupo ¢ considerado essencial no processo da digestdo
(MCALLISTER et al., 1994) além de corresponder a aproximadamente 75% dos microrganismos
presente no ramen. O terceiro grupo € aquele aderida ao epitélio do ramen, e que corresponde a 1% da

populacdo total do rimen (CZERKAWSKI, 1986).
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3.2 COMUNIDADE BACTERIANA DO RUMEN

A comunidade bacteriana no rimen ¢ predominantemente composta por microrganismos
estritamente anaerdbios. No entanto, ha também a presenga de algumas espécies anaerodbias
facultativas, que desempenham um papel importante na manutencao das condigdes anaerdbias do
ambiente. As bactérias do rimen ndo apenas exibem uma grande diversidade, mas também possuem
uma atividade metabodlica significativamente elevada. Apresentam uma densidade populacional
estimada de 107! célula/mL de contetido ruminal, seguida por arquéias (10%° mL™), protozoarios
ciliados (10°mL™), e fungos com 10® mL™' (WANG et al., 2017).

Os primeiros estudos que permitiram a identifica¢do e o entendimento do metabolismo das
bactérias no rimen surgiram a partir de pesquisas que utilizaram técnicas de cultivo bacteriano em
condi¢des anaerobias (HUNGATE, 1966). Segundo anélises filogenéticas, foi demonstrado que o
microbioma central € composto principalmente por bactérias dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, que
estdo amplamente presentes nos ruminantes, independentemente da regido geografica (HENDERSON
et al., 2015).

Por meio do sequenciamento do gene 16S do rRNA bacteriano, verificou-se que os filos
Bacteroidetes e Firmicutes, independentemente da espécie, idade ou dieta, podem representar até¢ 80%
da populagdo bacteriana no ramen (MENEZES et al., 2011; Henderson et al., 2013; Mohammed et al.,
2014). Em contrapartida, os filos Proteobacteria, Fibrobacter, Verrucomicrobia, Tenericutes e
Spirochaetes estao presentes em concentragdes menores (MENEZES et al., 2011).

As espécies bacterianas no rumen podem se apresentar sob diferentes formas, como cocos,
espirilos, bacilos ou vibrides. Elas também podem ser classificadas como micoplasmas (que nao
possuem parede celular), gram-positivas ou gram-negativas. As gram-positivas possuem uma parede
celular espessa, formada por uma tUnica camada de peptidoglicano, enquanto as gram-negativas
apresentam uma estrutura mais complexa, com uma dupla membrana externa conectada por uma
camada de glicopeptideos (PURVES et al., 2002; KOZLOSKI, 2011). Na maioria dos casos, as
espécies que degradam carboidratos estruturais sdo geralmente gram-positivas.

No ambiente do ramen, € possivel identificar uma grande variedade de bactérias altamente
especializadas, capazes de utilizar substratos especificos, variados ou intermediarios (HUNGATE,
1966). Assim, as bactérias ruminais podem ser classificadas conforme sua atividade metabdlica, como
fibroliticas, amiloliticas (Selenomonas ruminantium, Streptococcus bovis), proteoliticas (Prevotella
spp.), lipoliticas (Anaerovibrio lipolytica), produtoras de lactato (Streptococcus bovis e Selenomonas
ruminantium) € consumidoras de lactato (Megasphaera elsdenii) (HUNGATE, 1966; MCCANN et al.,
2014).

Apesar da ampla variedade de bactérias degradadoras de celulose, algumas espécies, como

Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens e R. albus, demonstram uma capacidade
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superior para digerir celulose em comparacdo com outras espécies celuloliticas conhecidas (ARCURI
et al., 2011). Isso possivelmente se deve ao fato de essas espécies possuirem diversos genes que
codificam enzimas especificas para a degradagao de fibras (MATTHEWS et al., 2019).

A maioria das bactérias celuloliticas prefere uma faixa de pH proxima de 6. A sensibilidade ao
pH € uma caracteristica geral do crescimento bacteriano. Quando o pH ruminal cai abaixo desse valor,
a atividade desses microrganismos ¢ limitada; mesmo uma ligeira redugdo pode inibir a digestdo da
celulose (RUSSEL e WILSON, 1996). Algumas bactérias ruminais, no entanto, desenvolveram
resisténcia e a capacidade de manter seu pH intracelular baixo, além de preservar um gradiente de pH
através da membrana celular, evitando o acimulo intracelular de anions.

Além disso, a atividade celulolitica pode ser inibida pela presenga de amido na alimentagao,
que favorece o crescimento de bactérias amiloliticas (gram-negativas) e afeta negativamente a digestao
da fibra devido a competi¢do entre esses grupos (STEENBAKKERS et al., 2008).

A pectina, por sua vez, ¢ fermentada tanto por bactérias quanto por protozoarios (DEHORITY,
1969), sendo que as principais bactérias envolvidas nesse processo sdo Butyrivibrio fibrisolvens,
Prevotella ruminicola, bacteroides ruminicola e Lachnospira multiparus. Essas bactérias produzem e
liberam enzimas pectinoliticas no ambiente ruminal; pectina liases sdo as enzimas primarias que
hidrolisam a pectina em oligogalacturonideos (DUSKOVA; MAROUNEK, 2001).

As espécies pertencentes ao género Bacteroides desempenham um papel importante na
degradacdo de carboidratos ndo estruturais, como o amido, no ambiente ruminal, através da acao da
enzima amilase (KAMRA, 2005).

Ja na década de 1960, as caracteristicas proteoliticas de espécies como B. amylophilus, B.
ruminicola, Butyrivibrio sp. e S. ruminantium ja haviam sido evidenciadas (ARCURI et al., 2011).
Contudo, a maioria das bactérias ruminais depende dos carboidratos como principal fonte de energia,
sendo que algumas espécies ndo conseguem crescer utilizando aminoécidos como unico substrato.
Muitas produzem pequenas quantidades de enzimas proteoliticas, que contribuem para a extensa
atividade proteolitica no ramen (NOCEK, 1988).

As bactérias proteoliticas do rimen sdo responsaveis pela degradag¢do das proteinas presentes
na dieta, permitindo a sintese de acidos graxos volateis (AGVs) de cadeia curta, que sao utilizados
como fonte de energia e amonia pelo animal (ARCURI et al., 2011).

O grupo de organismos capazes de hidrolisar lipidios no rimen ¢ limitado, devido ao baixo
potencial de 6xido-reducdo do ambiente ruminal, caracteristico de ambientes anaerdbios (DEHORITY,
2003). A espécie bacteriana Anaerobivrio lipolytica é capaz de hidrolisar lipidios, enquanto utiliza
ribose, frutose, glicerol e lactato como fontes de energia. Os demais substratos sdo convertidos em
acetato, propionato e CO-, enquanto o glicerol ¢ transformado em propionato e succinato. Todos esses

processos resultam na produgao de H. (STEWART et al., 1997).
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Aderidas a parede do rimen encontra-se um grupo de bactérias composto por bactérias
anaerobias facultativas, como a actobacillus sp., Streptococcus sp., que digerem células epiteliais
fenecidas e oferecem uma importante atividade ureolitica. Esses microrganismos exercem importante
papel na manuten¢do do baixo nivel de oxigénio no rimen, ainda que representem apenas 1% na
microbiota total do rimen (ARCURI et al., 2011).

O lactato ¢ um produto intermediario da fermenta¢do ruminal, em dietas ricas em amido, a
populacdo deste tipo de bactérias capazes de o uso de acido lactico ¢ aumentada (COUNOTTE et al.,
1981). Megasphaera elsdenii ¢ a principal espécie responsavel para a metabolizagao do acido lactico,
assumindo importante papel na preven¢ao da acidose durante a o periodo de adaptacdo de dietas ricas

em concentrado (COUNOTTE et al., 1981).

3.3 BACTERIAS PRODUTORAS DE METANO (4ARCHAEA)

As bactérias produtoras de metano no rimen s3o um importante grupo que regulam a
fermentacdo ruminal, por meio da remocao eficiente de Hz. Pertencem ao dominio Archaea e ao filo
Euryarchaeota (MORGAVI et al., 2010).

A retirada de H» através da reducdo de CO> a CH4 € importante para o crescimento de outros
microrganismos ruminais e para que ocorra fermentagdo eficiente dos substratos (YOKOYAMA;
JOHNSON 1988). Esse grupo pode atuar de forma livre ou associados com protozoarios.

A producao de metano como produto final da fermentagdo ruminal é considerado uma perda de
energia pelos ruminantes, representando cerca de 2-12% da energia alimentar ingerida (MOHAMMED
al et., 2004), além de contribuir negativamente para o efeito de estufa (GARNSWORTHY et al., 2012).
Portanto, os metandgenos ruminais tém atraido muito atengdo de pesquisa na ultima década, com o
objetivo de compreender sua diversidade, estrutura da comunidade, a relagdo com outros
microrganismos ruminais e com a eficiéncia alimentar, a emissao de CH 4 em respostas a intervengdes
dietéticas.

O processo de metanogénese € necessario para manter baixas concentragdes de H" no ambiente
ruminal, utilizando o CO> como aceptor de elétrons (BODAS et al., 2012).

Embora o H" seja um dos principais produtos finais da fermentagdo de bactérias, protozoarios,
e fungos, ndo se acumula no rimen porque ¢ rapidamente utilizado por alguns microrganismos que
fazem parte do ecossistema. No rumen, existe uma interrelacdo entre as espécies produtoras e
utilizadoras de H" que é chamada "transferéncia interespécies H". A produgio de metano no ambiente
ruminal ¢ um exemplo claro deste processo, onde existe uma associagdo entre espécies que produzem
e utilizam H'. O metano ¢ gerado por metanogénicas que utilizam o dioxido de carbono e hidrogénio

(VAN ZIJDERVELD et al., 2011).

=

Microbiologia ruminal sob a perspectiva metagenémica: Uma revisio das novas descobertas e tendéncias
LUMEN ET VIRTUS, Sdo José dos pinhais, Vol. XV Num. XXXIX, p.4022-4041, 2024

4028



Quando o H" ndo ¢ utilizado pelas metanogénicas, o NADH pode ser reoxidado por uma
desidrogenase para produzir etanol ou lactato. Esse processo ocorre rapidamente em animais
alimentados com quantidades elevadas de agtcares fermentaveis (MOSS et al 2000).

Além do CO; para produzir CHs4, esses microrganismos conseguem também degradar
substratos contendo os metilos (CH*) ou acetil (CH300"), a exemplo do metanol e o acetato que atuam
como receptores de elétrons (LIU; WHITMAN 2008). Estudos in vivo também mostraram que a
inibicdo de metanogénicos diminui a propor¢do acetato: propionato, refletindo em mudangas na
fermentagado para acidos graxos volateis (AGV) (PATRA et al., 2012).

De acordo com bancos de dados publicos, 90% dos metandgenos ruminais identificados
pertencem a géneros conhecidos, com Methanobrevibacter sendo representado por 63,2% das
sequéncias analisadas, seguido por Methanomicrobium (7,7%), Methanosphaera (9,8%) e
Methanobacterium (1,2%). A ordem Thermoplasmatales, anteriormente denominada como cluster C
ruminal (Rumen Cluster C - RCC), ¢ representada por 7,4% do total de sequéncias analisadas

(MATTHEWS et al., 2019).

3.4 PROTOZOARIOS RUMINAIS

Os protozoarios sdo organismos unicelulares, eucariontes, com cuticula e organizagao interna
complexa com aparelho digestivo contendo boca, estomago, reto e anus. variam em tamanho de 20 a
200 pm, sendo cerca de 10 a 100 vezes maiores que as bactérias (DEHORITY, 2003) utilizam as
bactérias como sua fonte de aminodcidos e N (HUNGATE, 1966).

Apresentam um macrontcleo, micronticleo e vactolos contracteis. Os vacliolos contrateis
podem atuar na excrecao de gases e produtos residuais liquidos (HUNGATE, 1966). Reproduzem-se
por fissdo binaria (WARNER, 1966). Foram os primeiros microrganismos descoberto no raimen por
volta de 1843 (HUNGATE, 1966). Existem cerca de 104 a 106 cé€lulas protozodarias por grama de
contetido ruminal (DEHORITY, 2003).

A maioria dos protozodrios presentes no ramen sao ciliados, no entanto, os flagelados também
se fazem presente. Os ciliados sdo divididos em dois grupos (subclasses): Holotricha e
Entodiniomorpha.

O Entodinium € o género mais abundante no rimen (IBRAHIM et al. 1970; DEARTH et al.
1974). Por questdes evolutivas, os ciliados tornaram-se altamente especializado para o ecossistema
ruminal (DEHORITY, 2003), utilizam carboidratos (FINDLEY et al., 2011) e por conseguinte, liberam
Ha, utilizado pelos microrganismos metanogénicos (SKILLMAN et al., 2006; TYMENSEN et al.,
2012).

Utilizam a fagocitose sobre bactérias, como forma de controlar o nimero de bactérias no raimen

(SERRANO et al., 2011). Possuem a capacidade de ingerir e utilizar amido, proteina insoluvel e
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também fermentar carboidratos e como resultado final pode ser gerados acetato, formato, butirato,
propionato, H> e CO2 (ABRAR et al., 2016).

Sao eficientes em utilizar quantidades elevadas de amido ¢ ao mesmo tempo conseguem usar
seus corpos para armazena-lo (WILLIAMS; COLEMAN, 1985). O uso desse mecanismo para
engolfar, permite retardar a fermentacdo pelas bactérias e a formacao de acidos que abaixam o pH
(MACKIE et al., 1978).

Os protozoarios exercem um papel fundamental em animais alimentados com dietas com baixa
proteina ou submetidos a curtos periodos de restrigado (YOKOYAMA ; JOHNSON, 1988). Sao capazes
de converter proteinas bacterianas em proteinas protozoarias, quando ndo podem utilizar NH3 de forma

eficiente como fonte de nitrogénio.

3.5 FUNGOS ANAEROBIOS RUMINAIS

No ambiente ruminal, os fungos anaerobios sdo reconhecidos, por serem os principais atuantes
na degradag¢do da biomassa vegetal no ramen (AKIN et al., 1988 ; LEE et al.; 2000). Pertencem ao
filo Neocallimastigomycota, que compreende atualmente seis géneros: Neocallimastix, Piromyces,
Caecomyces, Orpinomyces, Anaeromyces diferente em caracteristicas morfoldgicas: morfologia do
talo e hifas (rizoidal vs. bulboso) e flagelacdo do zodsporo (mono flagelado vs. Poli flagelado) e forma
do zodsporo (Ovoide, piriforme, esférica, elipsoide) (HO; BARR, 1995; OZKOSE et al., 2001).

A presenca de fungos no rumen foi questionada, devido a crenca de que os fungos fossem
aerdbios obrigatérios. No entanto, Orpin (1977) evidenciou que a parede celular desses organismos
continha quitina, confirmando sua correta classificacdo no reino fungi. Desde entdo, pesquisa tem
sido desenvolvidas para compreender os mecanismos que permitiram, que esses fungos sobrevivessem
em meio anaerdbio.

Em relagdo as adaptagdes presentes nesse tipo de fungo, estd inclusa a auséncia de
mitocondrias, citocromos e outras caracteristicas bioquimicas que fazem parte da via de fosforilagao
oxidativa (YARLETT et al., 1986 ; YOUSSEF ef al., 2013 ). No entanto, esses fungos anaerdbicos
possuem organelas especializadas, chamadas hidrogenossomos, que se acoplam o metabolismo da
glicose para a producao de energia celular na auséncia do oxigénio.

Existem evidéncias que apoiam a fungdo dos fungos como colonizadores primarios e digestores
de fibra no ramen. Os zooGsporos se desenvolvem em micélios, que entdo envolvem e quebram a
estrutura vegetal. Como resultado de sua atividade e crescimento, penetram e rompem o tecido vegetal,
0 que também aumenta a area exposta do substrato, facilitando o acesso a outros microrganismos
utilizadores de fibras no rimen, como bactérias e protozoarios (YOUSSEF et al., 2013).

Os fungos anaerdébios conseguem quebrar o material lignoceluldsico pela expressao de uma

variedade de enzimas metabolizadoras de fibras, além do crescimento invasivo de seu micélio
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vegetativo. Complexos livres e também multe enzimas, como celulossomas, foram identificados em
espécies de fungos ruminais para as quais a sequéncia do genoma esta disponivel (YOUSSEF et al.,
2013; GILMORE et al., 2015).

Fungos ruminais apresentam uma estreita associacdo com o0s metandgenos, uma relacao
mutuamente benéfica em que a atividade metabdlica da Gltima mantém o H2 em niveis baixos, o que
favorece a atividade da hidrogenase nos hidrogenossomas (BAUCHOP; MOUNTFORT, 1981)

3.6 VIRUS NO AMBIENTE RUMINAL

Apesar de serem abundantes no ambiente ruminal, os virus especialmente os bacteridfagos,
possuem poucas informagdes a respeito da sua interagdo com os outros microrganismos presentes no
ramen. Estudos pioneiros sobre bacteriofagos no rimen reconheceram diferentes tipos morfoldgicos
tanto em bovinos como em ovinos (KLIEVE; BAUCHOP, 1988) pertencentes a trés familias de virus,
Podoviridae, Myorividae, Syphorividae (KLIEVE et al., 1996).

Os bacteriofagos exercem papel importante para limitar o numero de bactérias no ecossistema,
permitindo o equilibrio das comunidades do rimen, por meio da selecdo natural de bactérias resistentes
a fagos (MILLER et al., 2012).

Estdo presentes em quantidade aproximada de 10° particulas por mL (TARAKANOYV, 2006).
Sao facilitadores da transferéncia horizontal de genes (HGT) (RODRIGUEZ et al., 2009; ROHWER;
THUBER, 2009). HGT ¢ definido como fendmeno comum e largamente difundido nas comunidades
microbianas, colaborando para a evolugdo dos microrganismos nesses locais (KOONIN; WOLF, 2008;
AMINOV, 2011).

As técnicas para mitigacdo de metano entérico compreendem a terapia com bacteriofagos
(PATRA, 2012), de modo que os bacteriofagos conseguem alcangar e lisar espécies de bactérias

indesejadas (KLIEVE et al., 1999; BACH et al., 2002).

3.7 ABORDAGEM METAGENOMICA NO AMBIENTE RUMINAL

Desde o desenvolvimento da Técnica de Hungate, que permitiu o cultivo de bactérias ruminais
estritamente anaerdbias fora do ramen (HUNGATE, 1950), a microbiologia ruminal experimentou um
avango significativo. Embora as técnicas baseadas em cultivo tenham sido bem-sucedidas no
1solamento de diversos microrganismos, devido a enorme diversidade de espécies presentes no rimen,
esses métodos nao sao os mais adequados para monitorar as mudancgas na estrutura das comunidades
microbianas. O numero de espécies de microrganismos isoladas e caracterizadas a partir do rimen
ainda ¢ considerado baixo.

De acordo com um estudo realizado por Han et al. (2015), que avaliou a diversidade de

bactérias ruminais em cabras antes e apds o desmame, analisando o DNA gendmico dos
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microrganismos extraido do riimen, foi observado que 72,14% das bactérias identificadas ndo podiam
ser cultivadas. Esses resultados ressaltam o grande nimero de espécies bacterianas presentes no rimen
que ainda ndo foram inteiramente caracterizadas.

Entretanto, com a ampliagdo das técnicas moleculares, o uso do sequenciamento de alto
desempenho e o surgimento das chamadas técnicas de nova geracao (Next-Generation Sequencing),
bem como o desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica, foi possivel expandir
significativamente os conhecimentos sobre a diversidade microbiana em diferentes ecossistemas
(MATTHEWS et al., 2019).

Entre os métodos utilizados para estudar a diversidade microbiana, a metagenomica se destaca
como uma alternativa eficaz, permitindo acessar de forma mais abrangente a diversidade dos
microrganismos presentes no ambiente analisado, possibilitando estudos gendmicos da microbiota sem
a necessidade de cultivo dos microrganismos (TESSLER et al., 2017).

A metagenOmica refere-se a técnica de sequenciamento total do material genomico de uma
amostra. Crucialmente, ao sequenciar os genomas de todos os organismos presentes, em vez de focar
em um Unico gene marcador, ¢ possivel obter informagdes sobre a funcdo dos genes, estrutura e
organizacdo dos genomas, além de identificar novos genes e biocatalisadores e explorar as relagdes
evolutivas dentro da comunidade (ROUMPEKA et al., 2017).

Existem dois métodos principais para estudar o microbioma utilizando o sequenciamento de
alto rendimento: o sequenciamento de genes marcadores e a metagendmica, que analisa o genoma
inteiro (WGS). Em estudos de genes marcadores, primers genéricos sdo projetados para amplificar,
por PCR, genes especificos, como o 16S rRNA para bactérias e arqueas, € 0o 18S rRNA para fungos
(ROUMPEKA et al., 2017).

A utilizagdo dessas técnicas permite detectar alteragdes em espécies individuais, desde que o
primer adequado seja utilizado. A quantificagdo das espécies também ¢ possivel. No entanto, apenas
uma pequena fragdo da microbiota do rimen ¢ representada por essas espécies enumeradas.
Consequentemente, mudangas em espécies que ndo sdo quantificadas podem ndo ser detectadas
(MIDDELBOS et al., 2007).

O principal aspecto que diferencia o sequenciamento gendmico do metagendmico ¢ a
necessidade de isolar os microrganismos em condigdes laboratoriais antes de realizar o
sequenciamento do DNA no sequenciamento genomico. Em contraste, a metagenomica permite a
analise das sequéncias de DNA coletadas diretamente da amostra ambiental, fornecendo informagdes
bioldgicas fundamentais para a compreensao da comunidade microbiana como um todo (MATTHEWS
et al., 2019).

O sequenciamento "shotgun" do genoma inteiro (Whole Genome Shotgun Sequencing - WGS)

¢ uma técnica que envolve a fragmentacao completa das moléculas de DNA coletadas diretamente do
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ambiente em pequenos pedacos, que sdo sequenciados de forma completamente aleatdria. Dessa
maneira, ¢ possivel ndo apenas avaliar a diversidade microbiana e a abundancia de microrganismos
nos respectivos ambientes, mas também montar genomas completos, prever genes, identificar enzimas
e vias metabolicas, e quantificar elementos gendmicos funcionais (KUNIN et al., 2008; HUWS et al.,
2018).

Depois do sequenciamento metagendmico da amostra, ¢ necessario analisar o conteudo gerado,
utilizando ferramentas de bioinformatica, que auxiliam na geragao de grandes volumes de dados.
Conforme relatado por Dudhagara et al. (2015), existem diversas opgdes de ferramentas offline
disponiveis que permitem classificar leituras metagendmicas utilizando como referéncia um conjunto
de dados conhecidos, como Pacote de software Metagenomics Rapid Annotation, Software Integrated
Microbial Genomes and Metagenomes, METAVIR, Metagenomics Reports, MyTaxa.

Pesquisa integrada que utiliza metagendmica, bioinformatica, nutri¢do e inferéncias estatisticas
tem proporcionado uma oportunidade nica para que nutricionistas de ruminantes e microbiologistas
do rimen trabalhem de forma sinérgica. Esse trabalho conjunto visa melhorar a eficiéncia na utilizacao
de nutrientes, minimizar a producdo de residuos e reduzir as emissdes de metano e amonia,
aumentando, assim, a produtividade dos rebanhos e reduzindo os impactos ambientais negativos.

Em um estudo conduzido por Delgado et al. (2019), que avaliou as associagdes entre a
microbiota ruminal e caracteristicas relacionadas a eficiéncia alimentar em bovinos da raca Holandesa
por meio de sequenciamento metagendmico, os resultados revelaram que vacas mais eficientes
apresentavam maior abundancia relativa de Bacteroidetes e Prevotella, e menor abundancia de
Firmicutes. Além disso, observou-se que as metanobactérias e o género Methanobrevibacter eram
menos abundantes nos animais com maior eficiéncia alimentar. O estudo também identificou
diferencas na composi¢cao da microbiota desses animais, tanto em nivel taxondmico quanto em nivel
de género.

A influéncia do hospedeiro sobre o microbioma ruminal foi destacada em um estudo de Weimer
et al. (2010). Eles observaram que, mesmo apo6s a troca de quase todo o conteudo ruminal entre vacas,
a composicao bacteriana foi restaurada as condig¢des originais, incluindo os valores de pH ruminal e as
concentragdes de acidos graxos volateis. Em um estudo similar realizado por Weimer et al. (2017) com
vacas Holandesas de baixa e alta eficiéncia alimentar, evidenciou-se novamente a capacidade dos
hospedeiros de regenerar a microbiota ruminal original.

Wallace et al. (2015), ao investigar as diferencas microbianas que resultam em fenotipos de
bovinos com alta e baixa emissdo de metano, observaram que a abundancia do gene 16S rRNA,
indicativa das arqueas predominantemente Methanobrevibacter, era 2,5 vezes maior em grandes
emissores de metano. Em contrapartida, as bactérias da familia Succinivibrionaceae, pertencentes ao

filo Proteobacteria, eram quatro vezes menos abundantes. Emissdes mais baixas de metano foram
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associadas a uma maior abundancia de Succinivibrionaceae, bem como a mudancgas na producdo de
acetato e hidrogénio, que resultaram em menor metanogénese.

Em outro estudo, Singh et al. (2014) avaliaram a microbiota ruminal de bufalos como um
recurso genético para a extragdo de enzimas microbianas aplicaveis a producao de biocombustiveis.
Eles identificaram contigs que codificam enzimas envolvidas na degradacdo da biomassa vegetal,
como hidrolases de glicosideo, modulos de ligagdo de carboidratos, glicosiltransferases, esterases de
carboidratos e liases de polissacarideos. Esses achados demonstram que o microbioma ruminal de
bufalos ¢ rico em genes funcionais relacionados a degradagdo de polissacarideos, o que sugere um
grande potencial para a descoberta de novas moléculas aplicaveis a industria de biocombustiveis.

Embora os fungos sejam os microrganismos mais estudados em relacdo as enzimas
responsaveis pela degradacdo da biomassa vegetal, como as celulases, xilanases, mananases,
glicosidases e glucanases (WHITE et al., 2014), quase todas as enzimas disponiveis comercialmente
para a desconstrucdo de material lignoceluldsico sdo derivadas de fungos. Isso se deve a maior
produgdo de enzimas por fungos em comparagdo com bactérias, facilitando sua extracdo e purificagao.
Géneros como Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Humicola sdo frequentemente
mencionados na literatura, com Trichoderma sendo considerado o mais eficiente na produgdo de
celulases e xilanases (LYND et al., 2002). Penicillium e Trichoderma sdo amplamente aplicados na
producdo comercial de lignocelulases (GUSAKOV, 2011).

Portanto, uma compreensdo aprofundada do ecossistema ruminal s6 pode ser alcancada se
todos os aspectos pertinentes a esse microbioma forem levados em consideragdo. A integragdao de
recursos gendmicos, metagenomicos € nutricionais permitird uma interpretagdo mais detalhada das
interacdes entre os microrganismos ruminais. Estudos nessa area podem auxiliar na adocao de
estratégias alimentares mais eficientes, resultando em maior produtividade animal e menores emissoes

de metano, contribuindo, assim, para a sustentabilidade nos sistemas de produg¢ao.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Diante das pesquisas que acima foram citadas, conclui-se que a metagendmica, ao permitir o
estudo de comunidades microbianas sem a necessidade de isolamento e cultivo em meio de cultura,
proporcionou uma compreensao mais profunda da vasta populagdo de microrganismos presentes no
ramen e de seu papel no organismo dos ruminantes.

O estudo detalhado desses microrganismos possibilitou avangos significativos na conversao
alimentar, na redu¢do da emissdo de metano e no desenvolvimento de estratégias terapéuticas e
nutricionais mais eficazes para o rebanho. Isso ¢ especialmente relevante, considerando que muitos

desses microrganismos eram previamente desconhecidos ou ndo podiam ser cultivados em laboratoério.
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